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1-INTRODUCCION
SISTEMA INMUNEm
1.1.1 GENERALIDADES
El conjunto de estructuras orgânicas que desarrollan la funciôn 
inmunolôgica, se denomina Sistema Inmune. Cuando funciona adecuadamente, 
sus componentes integrados proporcionan una respuesta general de protecciôn 
al organisme.
Esta constituido por el tejido linfoide,que consiste en una 
raalla de células reticulares, células linfoides, células accesorias y fibras 
entrelazadas, con un marco de sostén de células reticulares asociadas a 
vasos linfaticos.
El linfocito, es la célula bâsica en el sistema inmune, ocupa
los intersticios de las mallas y juega un papel crucial en la iniciaciôn
y desarrollo de la inmunidad humoral y celular. Hay dos categorias de linfoci_ 
tos: linfocitos T, responsables de la inmunidad celular y linfocitos B,
encargados de la sintesis de anticuerpos.
El tejido linfoide humano, se distribuye en los nôdulos linfaticos 
ganglios linfaticos, bazo, timo, plaças de Peyer, apéndice y amigdalas. 
Estas très ultimas estructuras, estan formadas por la confluencia de foliculos 
linfaticos (1).
Los ôrganos linfoides, poseen dos compartimentos funcionales; 
zona timo-dependiente o area de linfocitos T y zona timo-independiente 
o area de linfocitos B. Ambos compartimentos, estân poblados de linfocitos 
en distintos grados de diferenciaciôn, con frecuentes mitôsis.
Las âreas timo-dependientes incluyen: timo, vainas linfâticas
periarteriales de la pulpa blanca del bazo, zonas paracortical e interfolicu_ 
lar de los ganglios linfâticos y âreas interfoliculares de las plaças de Peyer
Las âreas timo-independientes, se localizan en la zona periférica
de la pulpa blanca y foliculos primarlos del bazo, zona cortical,foliculos 
primarios y raédula de los ganglios linfâticos y por ultimo foliculos formado_ 
res de las plaças de Peyer,amigdalas y apéndice.
1.1.2 ONTOGENIA Y DIFERENCIACION DE LINFOCITOS
Los linfocitos se originan a partir de las células madre de 
la médula ôsea (células stem),las cuales son células no especializadas,carac_ 
terizadas por tener una gran capacidad para proliferar activamente,permane_ 
ciendo su numéro constante en sujetos adultos normales.Son pluripotentes,es 
decir,son capaces de diferenciarse en mâs de un tipo celular.En cierto 
momento de su vida,la célula madre decide entre permanecer como célula 
pluripotente odifèrenciarse en célula madura.
La cinética de proliferaciôn de cualquier célula,consta de 
cuatro fases: durante la fase Cl,la célula realiza su funciôn,replica su 
DNA durante la fase S,se prépara para la divisiôn en la fase 02 y finalmente 
entra en mitosis.La mayoria de las células madre,sin embargo,permanecen 
en un extenso periodo de inactividad denominado fase GO,que posteriormente 
abandonan,comenzando el ciclo en la fase S,para convertirse en células 
maduras.
Las células madre,son morfolôgicamente heterogéneas.En adultos,se 
localizan preferentemente en la médula ôsea y en menor cantidad en el bazo 
y en la sangre.En embriones,sin embargo,se distribuyen fundamentaImente 
en el bazo,higado y saco vitelino.
Las células madre dan origen a las células progenitoras:células 
unipotentes que dan lugar a cuatro lineas de diferenciaciôn potencial:linea 
eritrocitica,linea trombocitica,linea granulocitica y monocitica,linea 
linfocitica.
1.1.3 LINEA LINFOCITICA
En la médula ôsea, cada célula madre, da lugar a dos células
progenitoras, que se diferencian tras una serie de etapas, en linfocitos 
T procesados por el timo y linfocitos B o timo independientes (2). El linfoci_ 
to es una célula con 7-12 ;um de diâmetro, con escaso citoplasma y gran 
cantidad de ribosomas libres o formando polisomas. Su nucleo es redondeado 
y contiene gran cantidad de cromatina.
Los linfocitos T o timo— dependientes, se distinguen por la
presencia de receptores de superficie para eritrocitos de carnero. "In 
vitro", proliferan tras su estimulaciôn por antigenos o mitôgenos no especifi_ 
COS y no sintetizan inmunoglobulinas.
Las células T, maduran en el microambiente del timo, que actua 
sobre las células primitivas procédantes de la médula ôsea a traves de 
factures humorales timicos de dos formas: modulan la transformaciôn de
las células pretimicas en células postimicas funcionales y continuan ejercien_
do su acciôn sobre la actividad funcional de las células T, después de
que éstas hayan abandonado el medio timico (3).
Los linfocitos timo-independientes o linfocitos B, no presentan 
receptores de superficie para eritrocitos de carnero y la mayoria portan 
inmunoglobulinas de superficie. "In vitro", sintetizan inmunoglobulinas 
en respuesta al estimulo con mitôgenos y anticuerpos especificos en respuesta 
a antigenos, taies como hematies de carnero, toxinas de la difteria etc...La 
especificidad de las células B para cada tipo de antigeno, viene determinada 
por su inmunoglobulina de superficie. La estimulaciôn del linfocito B por 
el antigeno esta regulada por la estructura inmune la (localizada en el 
sistema principal de histocompatibilidad MHC),que como producto de los 
genes Ir o de la respuesta inmune, programa la respuesta de los anticuerpos.
La cantidad de linfocitos T y B en el organisme, es dificil
de determinar. No solo influyen las dificultades técnicas, sino que sus
valores estan afectados por factores fisiologicos tales como ritmo diario, 
edad, ciclo menstrual y otros de tipo ambiental, como alimentacion, medio 
de vida etc...
1.1.4 LINFOCITOS T
1.1.4.1 ETAPAS PE DIFERENCIACION
Los linfocitos T, proceden de las mismas células madre que
daqbrigen a las otras células sanguineas. Las células madre producen células 
progenitoras, las cuales entran en el timo y se convierten en linfocitos 
timicos: timocitos. Posteriormente, abandonan el timo y maduran convirtiendose 
en linfocitos T inmunolôgicamente compétentes, comenzando su vida como
,célull as circulantes. Cuando un linfocito T encuentra un agente estimulante, 
entra en fase funcional activa. Aquellos que no han recibido dicho estimulo, 
permanecen en la circulaciôn o en los ganglios linfaticos, durante cierto
periodo de tiempo. Por lo tanto el curso de vida de un linfocito, se desarro_ 
lia en très etapas: PRETIMICA, TIMICA y POST-TIMICA.
A-Fase-Pretimica
En esta etapa, las células progenitoras de los linfocitos proceden 
tes en un principio del higado fetal y después de la médula ôsea, entran
en el timo a través del torrente sanguineo. La entrada es selective y unidi_ 
reccional. La emigraciôn tiene lugar principalmente durante el periodo
embrionario y postnatal. En el adulto el numéro de células progenitoras
que inmigran en el timo, déclina gradualmente con la edad.
B-Fase-Timica
En ella tiene lugar la diferenciaciôn de células progenitoras
en timocitos. Primero las células progenitoras proliferan en el cortex
timico durante très dias, en los cuales las células se dividen de 6 a 8
veces con un tiempo medio de generation de 9 horas. Posteriormente la prolife_ 
ration se extiende a la médula timica y nuevas células progenitoras son 
admitidas en el timo.
En el proceso de diferenciaciôn de los timocitos, las células 
epiteliales del timo tienen una funcion esencial, ya que secretan factores 
humorales tales como timosina y timopoyetina, necesarios para la initiation 
y mantenimiento de la diferenciaciôn.
Durante la diferenciaciôn de las células progenitoras en timocitos 
corticales y medulares, hay cambios progresivos de sus propiedades, lo 
cual es util para diferenciar los distintos estadios de madurez.
MARCADORES DE DIFERENCIACION TIMICA
El mejor criterio para distinguir linfocitos o poblaciones 
linfocitarias, son los marcadores de superficie. La mayoria se han caracteri_ 
zado sobre células de raton. En el hombre solo se han encontrado algunas 
estructuras similares,pero es posible que se encuentre una mayor analogfa 
a medida que se perfeccionen las técnicas de detection (4),(5).
A continuation se describen algunos de los marcadores de los 
timocitos humanos y de raton, los cuales identifican los timocitos corticales 
y medulares.
I— Aloantigenos controlados por el Sistema Principal de Histocompatibilidad 
MHC
Son moléculas antigénicas, localizadas en la membrana celular. 
Se dividen en dos clases: Clase I y Clase II. Los antigenos de la Clase
I , estân présentes en la mayoria de las células de un organisme adulto, 
pero distribuidos en diferentes cantidades. La distribution esta controlada 
genêticamente. Los antigenos de la clase II, estân présentes solo en ciertos 
tipos de células (subpoblaciones de linfocitos).
Los timocitos corticales y medulares, se pueden identificar 
segun la distribution de aloantigenos controlados por el sistema MHC. Los 
timocitos corticales, tienen bajo contenido de antigenos de la CIsse I 
y los timocitos medulares tienen alto contenido en antigenos de esta Glase.
II-Aloantigenos controlados por los loci Thyl, LyT y TLa
Son tambien moléculas antigénicas, localizadas en la menbrana 
celular. Todos ellos estân ausentes en las células progenitoras.
- SISTEMA TLa-
Es un complejo de cuatro antigenos, codificados en un lotus 
très de los cuales son propios de timocitos de raton, el cuarto es un caracter 
leucémico que aparece sobre linfocitos maduros.
-SISTEMA LyT-
Es un complejo de cuatro especificidades antigénicas dialélicas, 
codificadas por dos cromosomas distintos. No solo se hayan présentas en 
timocitos de raton, sino también en linfocitos periféricos y son utilizados 
como marcadores funcionales de subpoblaciones T. Los mâs utilizados son 
LyTl y LyT2.
-ANTIGENO Thyl-
Es un caracter localizado en un lotus dialélico, aparece en 
las primeras etapas de maduraciôn intratimica y se pierde a medida que 
avanza el proceso. Su proportion es muy baja una vez alcanzado el mâximo 
grado de madurez.
Los timocitos corticales y medulares tienen distinta distribution 
de estos aloantigenos;los timocitos corticales poseen un alto contenido 
en Thyl y LyT, mientras que los timocitos medulares tienen bajo contenido 
en ambos tipos de aloantigenos.
Los marcadores metabolicos, tambien son de utilidad en la ident^
ficacion. La desoxinucleotidiltransferasa, es un enzima DNA polimerizante, 
que se encuentra distribuida en la membrana y el citoplasma de los timocitos 
corticales. Sin embargo, los timocitos medulares carecen por complete de 
este enzima.
Por otro lado, la funcionalidad de los timocitos corticales
y medulares con respecte a agentes externes es diferente, por ejemplo, 
los timocitos corticales de raton son muy sensibles a esteroides, mientras
que los timocitos medulares, son relativamente resistentes.
En cuanto a la radiosensibilidad, los timocitos corticales
son muy sensibles y los timocitos medulares son resistentes.
La respuesta a mitôgenos tambien difiere de unos a otros, asi, 
los timocitos medulares responden a la fitohemoaglutinina (PHA) y a la
concanavalina A (Con A), mientras que los corticales no tienen respuesta 
estimulatôria a PHA y responden levemente a Con A.
En cuanto a las propiedades fisicas, los timocitos corticales
son células de pequeno tamano, con gran actividad mitôtica y baja movilidad
electroforética. Por el contrario, los timocitos medulares son células 
de tamano medio, con alta movilidad electroforética y escasa actividad 
mitôtica.
C-Fase Post-timica
Del timo, salen dos poblaciones de linfocitos T inmaduros y
acuden al bazo o a los ganglios linfaticos a través de los vasos sanguineos 
o linfâticos. Los timocitos que acuden al bazo, podrian ser derivados de 
los timocitos corticales. Son de corta vida, sensibles a la cortisona y
se localizan en la pulpa roja. Los timocitos medulares posiblemente den 
lugar a los linfocitos que se dirigen a la zona paracortical de los ganglios 
linfâticos y a la pulpa blanca del bazo. Son de larga vida y resistentes
a la cortisona.
Una vez que los linfocitos alcanzan suficiente grado de madurez 
se dirigen a través del torrente sanguineo, hacia la zona paracortical
y areas interfoliculares de los nodulos linfaticos, donde permanecen durante 
corto periodo de tiempo.
Posteriormente emigran a la médula y a través de los senos
medulares, son transportados pasivamente via vasos linfaticos eferentes
al conducto toracico. El conducto toracico, vierte su contenido en la sangre, 
que distribuye los linfocitos circulantes a las areas timo dependientes
de los organos linfoides y solo un 3% a los tejidos no linfoides.
Cuando un linfocito en el periodo de célula circulante, encuentra 
un antigeno o se estimula por cualquier otro agente, expérimenta cambios 
en su membrana y entra en una fase activa, durante la cual la célula se 
transforma, sintetizando DNA,RNA y proteinas. La célula transformada se 
denomina blasto, es de gran tamano (20-30^m de diametro), con abondante 
citoplasma, cromatina reticulada y varios nucleolos en su nûcleo. Posterior^ 
mente el blasto proliféra repetidamente, siendo la progenie de menor tamano
en cada division. En la ultima generation, los linfocitos vuelven a ser
otra vez pequenos (7-12jam de diâmetro) y se incorporan de nuevo en la circula­
tion sanguinea.
El contacto con el antigeno, puede tener lugar en varios puntos. 
Cuando el linfocito encuentra el agente extrano, en un tejido no linfoide 
se dirige a los nodulos linfâticos mâs cercanos, donde se transforma y 
proliféra. Los pequenos linfocitos derivados de las células activadas,
entran de nuevo en el torrente sanguineo. Por otro lado, si el encuentro 
tiene lugar en la sangre, el linfocito se dirige al bazo donde proliféra
y parte de su progenie migra al intestine , localizândose en las plaças de
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Peyer.
Este trâfico linfocitico entre los tejidos, ôrganos linfoides 
y torrente sanguineo, permite a las células sensibles al antigeno,buscar
el agente extrano y ser reclutadas en los sitios en los que esta ocurriendo 
una respuesta, mientras que la diseminaciôn de las células de la mamoria 
y de su progenie,hace que la respuesta sea mâs efectiva a lo largo de todo 
el sistema linfoide.Asi, las células que reaccionan con el antigeno, son 
eliminadas de la circulaciôn, pasando a localizarse en los ganglios linfâticos 
bazo o tejido no linfoide.
La acumulaciôn de los linfocitos en el interior de los ôrganos:
linfoides periféricos,es muy efectiva; posiblemente sea debido a cambios 
en su membrana plasmâtica que imposibiliten el paso a través de los ôrganos 
(6). Ademâs los blastos liberan sustancias capaces de atraer otros linfocitos 
al interior de los ôrganos linfoides, los cuales amplifican la reaction 
inmune,no especifica.
Los linfocitos T, tienen dos funciones principales: destruction
de las células que por diverses razones han alterado sus propias caracteristi_ 
cas y regulaciôn de la respuesta inmune. Ambas funciones son realizadas 
bien directamente por contacto célula-célula o secretando sustancias activas 
dirigidas a macrôfagos, neutrôfilos, basôfilos, eosinôfilos, células B 
e incluso a otras células T. Todas estas células pueden verse afectadas
de diferentes maneras, asi los linfocitos T activados, pueden actuar; ali^ 
tândo granulocitos y macrôfagos, activando la funciôn granulocitica y supri_ 
miendo o estimulando linfocitos T o B.
A continuation, se citan los principales factores liberados 
por las células activadas dirigidas a los propios linfocitos y a otros
tipos celulares (6).
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* Interleukina 2. También denominado factor de crecimiento de las células 
T,
* Interleukina l.Factor activador de linfocitos
* Factor reemplazante de células T. Con acciôn cooperadora.
* Factor supresor de la actividad linfocitica (7).
* Factor responsable de transferir la hipersensibilidad retardada a individuos 
no sensibilizados. Factor de transferencia
* Factor inhibidor de la migration de macrôfagos
* Factor activador de macrôfagos
* Factor estimulante de la quimiotaxis de macrôfagos
* Factor inhibidor de la migration leucocitaria
* Factor estimulante de la quimiotaxis leucocitaria
* Linfotoxina. Factor citotôxico linfocitico.
* Interferôn.
1.1.4.2 MARCADORES PE LINFOCITOS T PERIFERICOS
Las células T, despliegan un alto grado de heterogeneidad funcio_ 
nal. En el ratôn han sido atribuidas varias funciones fisiolôgicas de estas
células a las subpoblaciones T, las cuales pueden ser caracterizadas por
distintas propiedades de membrana taies como:
A) Expresiôn de antigenos de superficie codificados por distintos loti 
génicos LyT 1,2.
B) Expresiôn de diferentes cantidades de aloantigenos Thyl y 2 y su asociaciôn 
con el sistema principal de antigenos de histocompatibilidad (MHC).
C) Presencia o ausencia de receptores para la porciôn Fc de la molécula 
de inmunoglobulina.
D) Detecciôn de antigenos de superficie por anticuerpos monoclonales.
E) Receptores para hematies de carnero.
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A y B) Los aloantigenos LyT y Thy, fueron citados en el apartado anterior.
C) Receptores para el fragmento Fc de las inmunoglobulinas.
Los receptores para el Fc de las inmunoglobulinas, son caracteris_ 
ticos de linfocitos B, sin embargo, en algunos casos, se demuestra mediante 
técnicas especiales, la presencia de estos receptores sobre la superficie 
de linfocitos T.
En 1977, Moretta y colaboradores (8), asociaron la presencia 
de un tipo determinado de receptor de inmunoglobulina, con un posible papel 
funcional en la produccion de anticuerpos. Demostraron que poblaciones 
con receptores para el Fc de la IgG (T^) ejercian una accion supresora 
sobre la proliferaciôn de células B.
Las poblaciones que presentaban receptores para IgM (Tp), coopera_ 
ban en la producciôn de anticuerpos (8),(9),(10).
El descubrimiento de receptores para IgA en poblaciones cuya 
funcionalidad no estaba clara, la dificultad en la repeticiôn de los experi_ 
mentos y la evidencia de que el efecto final cooperador o supresor, dépendra 
de la proporciôn de linfocitos T con receptores para IgG e IgM, pusieron 
en duda los resultados initiales.(11),(12).
Actualmente, se considéra que los receptores Fc sobre los linfoci_ 
tos T, son marcadores de diferenciaciôn de la edad adulta y posiblemente 
de poblaciones con distinta funcionalidad. Su influencia en la regulaciôn 
de la sintesis de inmunoglobulinas, esta aun por aclarar.(13).
Estos marcadores, no son exclusivos de linfocitos. Se han detecta_ 
do sobre macrôfagos, células nulas, células K y células NK.
D) Anticuerpos monoclonales
La puesta a punto de las técnicas de monoclonaciôn de proteinas, 
mediante la hibridaciôn celular, ha permitido la obtenciôn de anticuerpos
13
monoespecificos, capaces de diferenciar las distintas poblaciones funclonales 
de linfocitos T hasta el momento conocidas (14),(15). Los hibrldomas secretan 
antlcuerpos monoclonales a varies antigènes de superficie. El caràcter 
monoclonal del anticuerpo, reconoce exclusivamente estructuras de superficie 
propias de cada una de las subpoblaciones, presentando un alto grade de 
especificidad (16),(17),(18),(19).
Se ha demostrado, que ha y una escasa correlation entre las 
subclases definidas por anticuerpos monoclonales y per receptores para 
el Fc de las inmunoglobulinas.
E) Receptores para hematies de carnero
Los linfocitos T, poseen un conjunto de estructuras en su superfi_ 
cie de naturaleza desconocida que permite la formation de rosetas espontâneas 
ton hematies de carnero. Esta reaction no tiene base inmunologica précisa.
1.1.4.3 HETEROGENEIDAD FUNCIONAL DE LINFOCITOS T
En funcion del modelo antigénico de superficie de las células
T, se han caracterizado très categories funcionales distintas: linfocitos
T cooperadores, linfocitos T suprasores y linfocitos T citotôxicos.
Los linfocitos T cooperadores, constituyen cerca del 1/3 de
la poblacion madura, son programadas para amplificar la funcion de otras
células (células T, células B y macrofagos). Para desempenar una funcion
cooperadora deben ser estimulados por un antigeno en asociacion ton una 
molécula de la Clase II del sisteraa MHC.
"In vitro", la sintesis de inmunoglobulinas es dependiente
de la presencia de un numéro adecuado de linfocitos T en el cultivo. El
control de la respuesta a un estimulo policlonal, requiere la participation 
primaria de células cooperadoras, cuyas senales inducen de forma secundaria 
la activation de linfocitos B (20). La coopération depende de la manera
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de presentar el antigeno a los linfocitos B.
Los linfocitos T cooperadores, presentan receptores para el 
Fc de la IgM (9). (21), pero esta caracteristica estructural, no es exclusive
de este tipo de dif erenciacion, puesto que se han detectado células con
receptores para IgA con funcion cooperadora.
Con respecto a los aloantigenos LyT, los linfocitos T cooperadores 
de raton, tienen fenotipo Lyl+2- y por la técnica de anticuerpos monoclonales, 
las células T cooperadoras humanas, son positivas para anticuerpo 0KT4.
El sistema inmune, funciona a través de un elaborado conjunto 
de interacciones celulares,algunas de las cuales inician y otras limitan 
las respuestas inmunes especificas. Esta segunda funcion esta realizada 
por los linfocitos T supresores; su mecanismo de action, todavia no se 
conoce. Parece que actuan reconociendo sitios de combination especifica para 
el antigeno denominados idiotipos, localizados sobre la superficie de otras 
células inmunologicamente activas. El idiotipo estimula la respuesta de
un anti-idiotipo que limita la extension de la respuesta initial.
Su papel central en la modulation de la respuesta inmune, hace
pensar que una alteration funcional, ya sea primaria o secundaria, contribuye 
al desarrollo de enfermedades autoinmunes, cancer e infecciones cronicas 
(22).
Los precursores de los linfocitos T supresores, son activados 
por un antigeno, a veces en asociacion con una molécula de la Clase II 
del sistema MHC. También pueden ser activados inespecificamente por mitôgenos 
(23),(24).
La respuesta de las células T cooperadoras, puede ser suprimida 
por factores liberados por los linfocitos T supresores.
Con respecto a los aloantigenos LyT, tienen fenotipo Lyl- Ly2+,
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en el raton y son 0KT8 positivas en el hombre, por la técnica de anticuerpos 
monoclonales especificos.
Las células supresoras, podrian participar en el control de 
otros modelos de diferenciacion celular, no relacionados con el sistema 
inmune: eritropoyesis,granulopoyesis y serie plaquetaria.
Los linfocitos T citotoxicos, estan sensibilizados para eliminar 
células que portan ciertos déterminantes antigénicos. La destruction de 
las células diana, se realiza alterando la permeabilidad de la raembrana 
celular, por lo que contribuyen a la defensa del huesped contra una amplia 
gama de infecciones viricas,bacterianas y parasitarias (3) y son responsables 
de las alteraciones inmunologicas derivadas.
La action de las células citotoxicas puede ser inducida por 
drogas o simples haptenos ligados a la superficie celular.
Para la eficacia de la funcion citotoxica, las células precursoras 
deben ser estimuladas por un antigeno en asociacion con una molécula de 
aloantigeno de la Clase I del sistema MHC. Los aloantigenos de las Clases 
I y II, pueden activer por si solos las células T citotoxicas, en ausencia 
de otros antigenos diferenciados.
Las células T citotoxicas de raton, asi como las T supresoras, 
tienen fenotipo Lyl-2+ y en el hombre son 0KT8 positivas.
Por otro lado se han identificado células con apariencia de 
linfocitos, que no tienen o han perdido los marcadores propios de linfociticos 
Este grupo celular, esta constituido por las denominadas células nulas.
Las células que poseen actividad citotoxica no especifica, 
se denominan células K (killer). Tienen receptores para el Fc de las inmunogLo 
bulinas y el contacte con las células recubiertas de anticuerpos, détermina 
la lisis celular. Este tipo de respuesta, esta implicado en la defensa
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del huesped contra la infection y en la patogénesis del dano tisular producido 
en muchos desôrdenes inmunolôgicos.
Otro grupo celular, son las células NK (natural killer), derivadas 
también de la médula 6sea.
Las células NK murinas, poseen moléculas de antigeno Thyl sobre 
su superficie y receptores para la porciôn Fc de la molécula de IgG. Su 
tamano es mayor que el de los linfocitos T y en contraste con ellos las 
células NK humanas, tienen receptores de baja afinidad para eritrocitos 
de carnero, formando rosetas espontaneas, unicamente a 4°C. Son células 
relativamente radio-resistentes, no adhérentes y no fagociticas.
Las células NK, estan ausentes en el higado y bazo de ratones 
recién nacidos. Aparecen a los 21 dias de edad, alcanzando el maximo en 
el tercer mes de vida extrauterina y declinando posteriormente con la edad.
La funcion de las células NK y su grado de especificidad permane_ 
cen sin esclarecer. Es probable que tengan un importante papel en el control 
del desarrollo de las células tumorales, ya que son capaces de actuar contra 
las células tumorales, sin sensibilization previa (25),(26). Tienen actividad 
litica hacia las células madré de la médula osea y hacia los timocitos 
corticales inmaduros (27).
1.1.5 LINFOCITOS B
1.1.5.1 GENERALIPAPES
La caracteristica principal de los linfocitos B, es su directe 
implication en la sintesis de inmunoglobulinas. La molécula sintetizada, 
puede permanecer en el citoplasma celular, incorporarse en la superficie 
de la membrane plasmatica o ser secretada al medio externe celular como 
anticuerpo.
Las inmunoglobulinas de superficie, son responsables del reconoci_
17
miento antigénico. Ademâs, los linfocitos B poseen receptores para la porciôn 
Fc de las inmunoglobulinas ajenas. Se ha estimado que un linfocito B maduro,
lleva aproximadamente mil moléculas de inmunoglobulina (Ig) uniformemente
repartidas en su superficie. La distribution de las distintas clases de 
Ig, es variable, dependiendo de la especie, edad y condition fisiolôgica, 
pero las moléculas de IgM, son el isotipo prédominante, seguido de IgD, 
IgG e IgA (28).
1.1.5.2 ONTOGENIA DE LINFOCITOS B
Los linfocitos B, proceden de las mismas células madré que
dan origen a las células T.Las células madré, procedentes del saco vitelino, 
emigran a la zona medular de la boisa de Fabricio en aves o al hfgado fetal 
en mamiferos. Simultâneamente, comienza la etapa de proliferation celular
con un tiempo medio de generation de 7 a 9 horas. Posteriormente, se detectan 
las primeras células con moléculas de IgM en su superficie. En los primeros 
dias de la vida postnatal, aparecen células con IgG e IgA y hasta dos semanas 
después del nacimiento, no se visualizan células con IgD en su membrana.
En aves la boisa de Fabricio continua su funcion como fuente 
de linfocitos B a lo largo de toda la vida, aunque su actividad déclina
con la edad. En mamiferos, la production de linfocitos B, es transferida
desde el higado fetal a la médula osea fetal y definitiva.
Se ha estimado que se exportan tien millones de células diarias
dasde la médula ôsea a las areas B dependientes de los ôrganos linfoides.
1.1.5.3 ETAPAS DE DIFERENCIACION DE LINFOCITOS B
En la linea de diferenciacion de linfocitos B, se han detectado 
cinco tipos celulares, denominados: células pre-B, células B virgenes,células 
B maduras, células de memoria y células plasmaticas.
Las células pre-B, son las primeras definidas en el linaje celular.
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se caracterizan por la presencia de cadenas pesadas de IgM en su citoplasma. 
Las células B virgenes o B inraaduras, ademas de presentar la caracteristica 
de las células pre-B, portan IgM en su superficie. Las células B maduras, 
estan encomendadas eventualmente, a la secrecion de una clase determinada 
de inmunoglobulina, Cada célula comprometida, queda etiquetada por la expre_ 
sion de una o varias clases de Ig sobre su membrana celular. AsI, células 
dedicadas a la sintesis de IgM, expresan IgM en su superficie, Sin embargo 
células designadas para la sintesis de IgG, portan IgG e IgM, Células comprome 
tidas en la sintesis de IgA o IgE, portan IgM, IgA e IgM, IgE respectivamente 
(29),
Algunas de estas células, también expresan isotipos IgD en 
su membrana plasmatica. Asi, las células que llevan sobre su superficie 
IgM e IgD, dan lugar a una respuesta de anticuerpos IgM.
Se piensa que las moléculas de IgM, localizadas en la superficie 
celular, intervienen en la production de células productoras de anticuerpos 
y la IgD, en la protection de los linfocitos B contra los fenomenos de 
tolerancia (30),(31). Las células de la memoria, estan definidas por su 
capacidad para responder a estimulos especificos, posibilitando una respuesta 
mas intensa y acelerada, en un segundo encuentro con el antigeno.
Por ultimo, las células plasmaticas se encuentran junto con 
las células de la memoria, en el ultimo de los estadios transitorios del 
desarrollo de las células B, Son células ovales, con citoplasma altamente 
basofilo rico en reticulo endoplasmico rugoso y gran cantidad de ribosomas 
libres. El nucleo esta localizado excéntricamente en el ovalo celular y 
la heterocromatina esta distribuida en pequenas masas adheridas a la membrana 
nuclear. Las células plasmaticas, estan ampliamente distribuidas, siendo 
particularmente abundantes en los tejidos linfoides y en los tejidos conecti_
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vos mas expuestos a agentes extranos. Las células plasmaticas, viven pocas 
semanas; secretan anticuerpos intensivamente y despues mueren.
1.1.5.4 CICLO VITAL DE LOS LINFOCITOS B
En aves y mamiferos, la fase antigeno independiente de linfocitos 
B, tiene lugar en la boisa de Fabricio y en la médula ôsea respectivamente, 
donde se originan las células B virgenes que migran a las zonas timo indepen_ 
dientes de los ôrganos linfoides. Si transcurrido cierto tiempo, no reciben 
estimulo, las células virgenes mueren. si se estimulan, pueden diferenciarse 
en dos vias:
a) bien convertirse en células plasmaticas productoras de anticuer 
pos y migrar a la zona medular de los nôdulos lifâticos, a la pulpa roja 
del bazo o a la submucosa y lamina propia de los tractos gastrointestinal 
y respiratorio.
b) o bien transformarse en grandes blastos muy proliferos,
que dan lugar a linfocitos de pequeno tamano, caracterizados por ser células 
B de memoria, capaces de acelerar la respuesta en un segundo encuentro 
con el antigeno. Las células de la memoria, se acumulan en los centros
germinales de los foliculos linfoides, después de una corta residencia, 
son transportadas en la linfa por medio de los vasos linfaticos eferentes 
al conducto torâcico, el cual vierte su contenido en la circulaciôn sanguinea. 
Las células B de la memoria, alojadas en el bazo, entran en la circulaciôn 
directamente. El torrente sanguineo, distribuye de nuevo las células por
los nôdulos linfaticos, bazo y tejido no linfoide, siendo recogidas posterior_ 
mente por los vasos linfaticos aferentes.
1.1.5.5 MARCADORES DE LINFOCITOS B
Ademas de los receptores para el Fc de las inmunoglobulinas,
marcador caracteristicos,los linfocitos B poseen otras estructuras sobre
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su superficie que facilitan su identificacion (4),(32).
Aloantigenos LyT 4,6,7 y 8
El mas conocido es el producto del locus 4/2. Es un antigeno
selectivo que se expresa durante la diferenciacion de los linfocitos B 
y se mantiene en las células plasmaticas.
Antigeno MBLA y MSPCA
Ambos son propios del raton y del hombre. El primero es el 
primer marcador diferencial de linfocitos B. El segundo aparece a lo largo 
de la diferenciacion, paralelamente al antigeno 1 de la célula plasmatica 
(Pca 1) y se mantiene sobre células maduras secretoras 
Receptores para componentes del complemento
Tienen una funcion esencial en los mecanismos de control de
la respuesta inmune. Sobre la superficie de linfocitos B, se han detectado 
receptores para C3b y C4b (32). Ambos cooperan en la union de los complejos 
antigeno anticuerpo sobre la superficie celular. Aparecen en un estado 
de diferenciacion posterior a las inmunoglobulinas y desaparecen una vez 
alcanzado el maximo grado de madurez.
Los linfocitos B, forman rosetas con hematies de carnero recubier_ 
tos de componente C3 del complemento.
Aloantigenos de la Clase II, controlados por el MHC
En el hombre, estan codificados por la region D del sistema
génico HLA. Sus productos, son dos glicoproteinas expresadas como una unica
molécula sobre la superficie de los linfocitos B. También se han localizado 
en algunos linfocitos T y macrofagos, responsables de la presentacion del 
antigeno. influyen en la eficacia de las interacciones celulares en los 
procesos de inmunoregulacion (33).
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1.1.6 LECTINAS
Son proteinas extraidas de plantas, que tienen très caracteristi_ 
cas decisorias para su atnplio uso en laboratorio, como medida de inmunidad 
celular (34),(35),(36). Poseen una alta especificidad para los carbohidratos, 
uniéndose a oligosacéridos présentes en la superficie de la célula. Producen 
aglutinacion celular y son sustancias estimulantes de la mitosis, es decir 
son sustancias mitogénicas.
Un linfocito expuesto a la accion de las lectinas, manifiesta 
el mismo espectro de caracteristicas funcionales que un linfocito estimulado 
por un antigeno.
Las lectinas mas frecuentemente utilizadas en Inmunologia son; 
Fitohemoaglutinina (PHA), Concanavalina A (Con A) y la lectina extraida 
de la raiz de Phytolaca americana (Pokeweed), PWM.
La Fitohemoaglutinina, se extrae de judias de la especie Phaseolus 
vulgaris (37). Su estructura molecular consta de un tetrâmero compuesto 
de dos clases de subunidades L y R. La PHA comercial es una mezcla de las 
cinco posibles combinaciones de ambas subunidades, con gran afinidad por 
el azucar N-acetilgalactosamina.
La Concanavalina A, se extrae también de judias de la especie 
Canavalia ensiformis. Su molécula consiste en cuatro subunidades idénticas, 
cada una de las cuales, esta constituida por una sola cadena polipeptidica. 
Las moléculas de Con A tienen una gran afinidad por los residuos de alfa. 
D-manosa o alfa-D-glucosa.
Ambas PHA y Con A, son mitôgenos inespecif icos que activan 
los linfocitos T, pero influyen sobre ambas poblaciones, debido a que los 
linfocitos T estimulados liberan factores solubles que favorecen la reacciôn
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de los linfocitos B.
La lectina extraida de la especie Phytolaca americana (Pokeweed), 
es un mitogeno inespecifico que tiene actividad raitogénica sobre linfocitos 
B y T, aunque la respuesta de éstos ûltimos es muy baja.
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FETO COMO ALOINJERTOm
1.2.1 INTRODUCCION
Desde el punto de vista inmunologico, el embarazo plantea una 
serie de interrogantes. Es sorprendente el hecho de que la madré, estando 
dotada de un sistema linforeticular complète, aloje un embrion genotipicamente 
diferente. Por otro lado, el feto es capaz de sobrevivir ininterrumpidamente 
durante nueve meses en contacte anatomico y funcional con las células uterinas 
maternas, sin que se produzcan las reacciones alérgicas consecuentes.
El sistema inmune, es extremadamente efectivo en deshacerse 
de material extrano, que détecta inmediatamente como no propio. Asi, un 
injerto de piel de un donante no relacionado genéticamente, es rechazado 
en diez dias y una proteina inyectada en soluciôn, puede ser eliminada 
totalmente de la circulaciôn, en el mismo tiempo. En ambos cases, el estado 
de inmunidad es inducido y persiste posiblemente durante el resto de la 
vida del sujeto inmunizado.
Todas las ulteriores presentaciones de ese material extrano, 
serân rechazadas con mayor rapidez que en el primer encuentro. La mayoria 
de las veces, la materia ajena, es eliminada o minimizada hasta niveles 
tolerables por el sistema inmune.
La reproduction, présenta varias circustancias donde el sistema 
inmune no es resolutivo en cuanto a la destruction de "lo no propio" (38).
Primeramente, los espermatozoides no son destruidos inmunol6gica_ 
mente, al menos hasta después de la fertilization. Por lo que la respuesta 
inmune femenina en este caso, es singularmente inefectiva.
El embarazo, es el segundo caso donde la funcion del sistema 
inmune déclina aparentemente, permitiendo la supervivencia del feto, el 
cual superficialmente es analogo a un injerto de piel. Genéticamente, la
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raitad de su genotipo es de origen paterno, por lo que podria ser rechazado, 
como ocurre en algunos transplantes de piel.
Las consecuencias inmunologicas del embarazo, son complejas, 
variables e impredecibles.
1.2.2 MECANISMOS DE PROTECCION FETAL
A lo largo de la historia de la Inmunologia de la reproduction, 
han sido propuestos varios mecanismos interdependientes para explicar 
la protection fetal.
* El utero es un lugar inmunologicamente privilegiado.
* Feto no inmunogénico
* Inmunocompetencia inmunologica materna disminuida
* Tolerancia inmunologica de la madré para el feto.
* Barrera anatômica placentaria.
1.2.2.1 EL UTERO ES UN LUGAR INMUNOLOGICAMENTE PRIVILEGIADO
La decidualizacion del endometrio y el establecimiento del 
embarazo, podria impedir el drenaje linfâtico aferente del utero, desviando 
los antigenos del sistema linfâtico a la sangre, lo cual predispondria 
al sistema inmune a favor de la production de anticuerpos bloqueantes que 
impedirian una respuesta potential, de indole citotoxica. Sin embargo,aunque 
los ganglios linfaticos paraaôrticos que drenan la linfa en el utero,son 
capaces de iniciar y efectuar una respuesta inmune, parece que el utero 
no es indispensable para el mantenimiento del feto ya que algunas veces, 
el blastocisto ha escapado de los confines del oviducto, implantândose 
fuera del utero (39). La mayoria de estos embarazos ectôpicos, se han malogra_ 
do, pero un bajisimo porcentaje llega a su término, senalando que la contribu 
cion uterina a la supervivencia inmunologica del feto, no es absolute.
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1.2.2.2 FETO NO INMUNOGENICO
En murinos, el sincitiotrofoblasto placentario, es decir la 
capa celular del trofoblasto que forma la placenta fetal, expresa antigenos 
de histocompatibilidad, algunos de los cuales son de origen paterno.
En humanos, los datos son contradictorios acerca de la existencia 
de antigenos HLA en las células del trofoblasto (40),(41). Sin embargo, 
en la circulation materna, se han detectado anticuerpos anti-HLA-A y anti- 
HLA-B, que son mas frecuentes en los sucesivos embarazos (42). Por otro 
lado, la presencia de antigenos TA—1 y TA-2 ha sido confirmada en la placenta 
humana, pero su inmunogenicidad potential durante el embarazo no ha sido 
demostrada (43).
La tara fetal de la placenta murina tiene aloantigenos de la 
Clase I en contacte directe con la circulation materna, los cuales son 
los déterminantes de las células citotoxicas. Sin embargo, los antigenos 
de la clase II estan ausentes.
La unidad feto materna murina, tiende a estimular en la mayoria 
de los cases una respuesta inmune humoral, no citotoxica frente a los aloanti_ 
genes fetales de origen paterno. Esta respuesta consiste fundamentalmente 
en anticuerpos de la subclase IgGl (44), caracterizados porque no fijan 
complemento. Estos anticuerpos reducirian la expresion fenotipica de los 
antigenos fetales, lo cual podria estar relacionado con una influencia 
inmunoreguladora de las células B maternas. Algunos autores, han observado 
que durante el embarazo hay un incremento de células B (45),(46), que podria 
predisponer a la madré a sintetizar anticuerpos bloqueantes que conducirian 
a aceptar el feto alogénico (47). Sin embargo, hay datos en contra de la 
necesaria involucracion de los anticuerpos en la protecciôn fetal. Este 
es el caso de las mujeres afectadas de agammaglobulinemia que han tenido
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embarazos satisfaccorios. Si los anticuerpos bloqueantes son esenciales 
para la supervivencia fetal, tales embarazos hubieran sido imposibles.
Por otro lado, el trofoblasto posee una actividad inmunoabsorbente. 
En él existen receptores para el Fc de la IgG que es transferida a través 
de la placenta y forma complejos inmunes con los antigenos fetales. Estos 
inraunocomplejos serian digeridos por los macrofagos o también pueden ser 
atrapados por las células endoteliales que contienen Clq, que précipita 
los complejos inmunes de la sangre "in vitro" y posiblemente "in vivo". 
La actividad bloqueante de los complejos inmunes, puede actuar en las fases 
inductora y efectora de la respuesta inmune humoral y celular. La interaccion 
de los complejos inmunes con los receptores Fc, conduce a una supresion 
no especifica. Si ademas, los déterminantes antigénicos interaccionan con 
los receptores especificos de las células, se induce una supresion antigeno 
especifica. A nivel efector, se puede producir un bloquée de la citotoxicidad 
mediada por células, retraso de las reacciones de hipersensibilidad etc...Asi 
que la placenta podria tener un papel inmunodesviante dirigiendo el sistema 
inmune materno hacia una reacciôn supresora en vez de citotoxica contra 
los antigenos paternes. Sin embargo recientemente, algunos autores sehalan 
la ausencia de sensibilizaciôn o supresion celular materna hacia los antigenos 
HLA fetales (paternes), senalando la posible existencia de un factor bloquean_ 
te que actuaria previniendo el desarrollo de la respuesta inmune de la 
mujer gestante (48).
La opiniôn mas generalizada expone, que el feto es inmunogénico 
y la madré reacciona moderadamente produciendo anticuerpos antifetales 
desde el comienzo del embarazo, los cuales llegan a la placenta pero no 
dahan al feto (49).
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1.2.2.3 INMUNOCOMPETENCIA INMUNOLOGICA MATERNA
Debido a los cambios fisiologicos y endocrinos que tienen lugar
durante el embarazo (50),(51), varios investigadores han propuesto la existen_
cia de un descenso en la reactividad inmune materna como consecuencia de
una alterada respuesta de los linfocitos de la madré producida por un incremen 
to en la sintesis hormonal, por la existencia de proteinas del plasma asocia_ 
das al embarazo o también debido a un incremento de las células supresoras.
Las raicrovellosidades del sincitiotrofoblasto, estan en contacte 
directe con la circulaciôn sanguinea materna. Con el tiempo,estas vellosidades 
se fragmentan y se introducen en la circulation materna, por lo que la
madré esta recibiendo centinuamente tejido alogénico. Ademas en la circulaciôn 
sanguinea de la madré, se han encontrado antigenos del sincitiotrofoblasto 
placentario (52).
Los datos en cuanto a la reactividad de los lifocitos durante
el embarazo, son muy contradictorios. La Tabla 1, muestra los resultados 
obtenidos por distintos autores.
Hay una clara evidencia de que durante el embarazo tiene lugar
una respuesta inmune celular especifica, representada por las células T 
supresoras, las cuales se producen fundamentalmente en los ganglios linfaticos 
paraaôrticos que drenan el utero. También se ha encontrado una actividad
supresora soluble en estos ganglios, efectuada por una sustancia cuyo Pm 
es 25.000 D, que no ha sido del todo caracterizada (66). Esta inmunoregulacion 
local, puede estar facilitada a su vez por agentes inmunosupresores producidos 
por el feto, taies como Alfa-fetoproteina.
En el bazo de la ratona prenada , se han encontrado dos tipos 
de células T supresoras, capaces de inhibir la respuesta en el cultivo
mixto de linfocitos entre células de origen paterno y células maternas.
28
Unas eran micomicina résistantes y activas en la fase inductiva del cultivo 
mixto y las otras eran mitomicina sensibles y activas solo cuando eran 
anadidas durante la fase proliferativa (67). Ambas poblaciones son Thy+, 
LyTl-2+, Ia+. Ambas pueden actuar a través de factores solubles o impidiendo 
la generation de células citotoxicas, reactivas contra los aloantigenos 
paternos. Este hecho explicaria la ausencia de las células citotoxicas 
en el ambiente neonatal, lo cual es de gran importancia en el mantenimiento 
fetal, dada su gran predilection por los antigenos embrionarios. Otra explica­
tion alternativa es que las células citotoxicas, estén saturadas de antigenos 
fetales y se expresen solo cuando estos antigenos declinen.
RESPUESTA DE LOS LINFOCITOS MATERNOS DURANTE LA GESTACION 
PRUEBA INMUNOLOGICA [ESPECIE [EFECTO DEL EMBARAZO | REFERENCIA
ESTIMULACION CON PHA [HUMANA [DISMINUIDA [(47),(53),(54)
[SIN EFECTO [(55),(56),(57)
[MURINA [DISMINUIDA [(58)
ESTIMULACION EN 
CULTIVOS MIXTOS [HUMANA [DISMINUIDA [(59)
[SIN EFECTO [(55),(56),(57),(60)
[MURINA [DISMINUIDA [(61)
CELULAS FORMADORAS 
DE PLAÇAS [MURINA [DISMINUIDA 1(62)
[a u m e n t a d a [(61)
INJERTOS DE PIEL [HUMANA [l a r g a s u p e r v i v e n c i a 1(63)
ROSETAS ESPONTANEAS [HUMANA [sin EFECTO [(64)
SUSCEPTIBILIDAD A LAS 
INFECCIONES VIRALES [HUMANA [AUMENTADA [(65)
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1.2.2.4 TOLERANCIA INMUNOLOGICA DE LA MADRE PARA EL FETO
Durante el embarazo, no existe tolerancia en el sentido estricto 
de un estado especifico no reactivo, ya que la madré es capaz de producir 
anticuerpos contra antigenos fetales de origen paterno. Ademâs, usualmente 
rechaza injertos heterotopicos de tejido de su propio feto.
1.2.2.5 BARRERA ANATOMICA PLACENTARIA
El feto es antigénico y la capacidad de la madré para responder 
inmunologicamente, no estâ drâsticamente disminuida durante el embarazo. 
Parece razonable que el rechazo del feto por la madré sea evitado por la 
barrera interpuesta entre ambos, prohibiendo el paso aferente de los antigenos 
fetales en forma soluble o celular hacia la madré, por lo tanto el feto 
no sufriria ataque inmunologico porque la madré no ha sido sensibilizada.0 no 
permitiendo el paso eferente de los anticuerpos solubles o células efectoras ha_ 
cia el feto
La barrera feto materna, estaria representada por el trofoblasto, 
que es el paso intermedio entre los tejidos fetales y maternos (68),(69).
Sin embargo, los anticuerpos maternos entran en el feto libremente. 
La sangre del cordon umbilical del feto humano, contiene altos niveles 
de las cuatro subclases de IgG, que es la unica inmunoglobulina que atraviesa 
la placenta. Las concentraciones halladas, estan estrechamente correlacionadas 
con las présentes en la circulation de la madré, lo cual sugiere que los 
anticuerpos son predominantemente de origen materno. El mecanismo de transfe_ 
rencia es por pinocitosis y la transmision comienza hacia la décima semana 
de gestation, alcanzando el mâximo poco antes del nacimiento(51)Figura I
Sin embargo los anticuerpos antifetales, salvo raras excepciones, 
no suelen ser détectables en la circulation fetal, probablemente la entrada 
podria ser seguida de una râpida absorciôn por las células fetales.
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FIGURA I
Niveles sericos de inmunoglobulina fetal, neonatal 
e infantil
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Datos tornades de HOLBOROW REEVES 1977. (51).
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La circulaciôn fetal, también tiene pequenas cantidades de 
IgM sintetizada por el feto. Solo en casos de infection intrauterina, la 
production de IgM alcanza niveles muy elevados.
Por otro lado, también los leucocitos fetales y maternos atravie_ 
San la barrera placentaria. De hecho, se pueden detectar células con cariotipo 
XY de un feto masculino en la circulation materna y viceversa.
Los eritrocitos fetales y maternos pueden ser transferidos, 
aunque la entrada en el feto de las células maternas es poco comün y su 
supervivencia es breve.
Por lo tanto, la placenta no es una barrera anatômica selectiva, 
porque hay trâfico molecular y celular en ambas direcciones.
Sin embargo, la placenta tiene una configuration molecular 
y celular muy especial. Superficialmente, el trofoblasto posee una gruesa 
capa de glicoproteinas, muy ricas en âcido siâlico y neuraminico, lo cual 
le confiere una alta carga negativa a la superficie celular. Los linfocitos 
maternos, también estan cargados negativamente durante la gestation, de 
modo que las células son repelidas electrostâticamente por la superficie 
placentaria (70). Por otro lado, el trofoblasto esta formado por una capa 
celular continua, con sôlidas uniones intercelulares.
Parece por lo tanto probable, que la placenta y las transacciones 
que tienen lugar en ella, sean cruciales para la supervivencia del feto 
antigénicamente extrano.
1.2.3 HORMONAS Y PROTEINAS ASOCIADAS AL EMBARAZO
La madré esta sensibilizada a los antigenos fetoplacentarios 
y aunque se ha demostrado que puede desarrollar una respuesta potential 
contra el feto, debe de existir un bloqueo en el reconocimiento fetal o 
en la etapa efectora, que évité la consiguiente reacciôn inmune. La existencia
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en el suero de mujeres gestantes, de sustancias capaces de realizar inmunore_ 
gulacion especifica y no especifica, podria constituir la explication a 
este fenômeno.
1.2.3.1 ESTEROIDES
Los esteroides, pueden ejercer una profunda influencia sobre
la reactividad inmunologica femenina. Muchos autores han intentado correla_ 
cionar el incremento del nivel de esteroides durante el embarazo, con la
regulation inmune materna. Asi, la progesterona ahadida a concentraciones
fisiologicas en cultives de linfocitos "in vitro", produce un aumento signi_ 
ficativo de la poblacion de células supresoras estimuladas con Con A (71). 
Sin embargo, otros autores sehalan que los niveles de esteroides présentes
en el suero y en la placenta, son demasiado bajos para tener un efecto
directe sobre los linfocitos (72),(73). Todos los esteroides tienen propieda_ 
des inmunosupresoras "in vitro" (74), pero el grado de inhibition no se 
correlaciona con el contenido hormonal y la concentration requerida es 
muy superior a la présente en la circulation sanguinea materna. Por esta
razôn, se ha sugerido que los esteroides pueden afectar indirectamente 
a la respuesta inmune induciendo al timo a producir factores o células 
inmuno reguladoras (75).
Finalmente dado que la concentration local de estas hormonas
en el trofoblasto, es muy elevada, podrian tener un efecto inmuno supresor
en la protection fetal (76).
1.2.3.2 GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA (HCG)
Es una glicoproteina con gran contenido en âcido siâlico,sinteti_ 
zada en la placenta. Los niveles mâximos se alcanzan en el primer trimestre 
160UI/ml, descendiendo posteriormente durante el resto del embarazo.
La Gonadotropina corionica tiene un papel inmunoprotector
33
debido a que confiere carga negativa a la superficie placentaria e impide 
la interaccion celular. Los resultados obtenidos en cuanto a su papel inmunu_ 
regulador, son altamente contradictories-. La HCG inhibe la respuesta prolife_ 
rativa de linfocitos estimulados con PHA (77), e inyectada diariamente 
prolonge los injertos de piel (78). Por el co n  t r a r io, algunos autores
afirman que la HCG, altamente purificada, no tiene capacidad inmunosupresora 
y los resultados de inhibition "in vitro" pueden ser debidos a las altas 
concentraciones, no fisiologicas, empleadas (79). Estos investigadores 
sehalan que las propiedades hormonales e inmunosupresoras pueden ser separadas 
cromatogrâficamente,indicando que el factor activo tiene un Pm aproximado 
de 23.000 D y es responsable de la inhibition de la respuesta inducida 
por mitôgenos y antigenos. Ademâs suprime la producciôn de anticuerpos
y retrasa la reacciôn de hipersensibilidad "in vitro". Sin embargo, otros
autores (80) han demostrado que las preparaciones de HCG altamente purificadas 
incrementan la sintesis de DNA en células no estimuladas y han propuesto 
que la HCG sea un activador de células B.
1.2.2.3 LACTOGENO PLACENTARIO HUMANO (HPL)
El sincitiotrofoblasto también produce otra hormona caracteristi_ 
ca, denominada lactôgeno placentario (HPL) o somatotropina (HCS). Estâ
involucrada en el- control del crecimiento fetal y en el metabolismo materno 
asi como en la preparation de las glândulas mamarias para la lactancia.
Algunos autores han obtenido supresiôn de la proliferation 
de linfocitos "in vitro", mediante la preincubaciôn con l.OOO^g/ml de HPL.Sin 
embargo, esta dosis es excesivamente elevada, en comparaciôn con los niveles 
normalmente présentes en el suero de mujeres embarazadas (lOjjg/ml) y en 
la placenta (200ug/ml), las cuales son concentraciones inadecuadas para 
inhibir la respuesta proliferativa.
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1.2.3.4 TRANSCORTINA
Alcanza altos niveles durante el embarazo, debido al incremento 
de sintesis en el higado, bajo la influencia de los estrogenos. Se distribuye 
en la circulation sanguinea y en la placenta. La transcortina placentaria 
puede bloquear la respuesta "in vitro" de linfocitos maternos estimulados 
con PHA y es mas potente que la transcortina del plasma. Por medio de su 
afinidad para el cortisol, la transcortina placentaria, puede suplementar 
otros mecanismos inmunosupresores locales (81).
1.2.3.5 TRANSFERRINA
En el trofoblasto, existen receptores especificos para la trans_ 
ferrina, cuya funcion es atender a las demandas de hierro para el desarrollo 
fetal. La union de la transferrina a la superficie del sincitiotrofoblasto 
puede tener un efecto protector local contra la respuesta inmune materna, 
ya que los linfocitos en la vecindad de la placenta pueden ser afectados
por la carencia de hierro. En ausencia de transferrina, la division de
los linfocitos maternos, se dificulta acumulandose en fase G1 y solo proceden 
a la fase S, cuando tienen transferrina disponible (82).
1.2.3.6 FACTOR TEMPRANO DEL EMBARAZO (EPF)
Tiene un Pm de 200.000 D. Aparece seis horas después de la
concepcion y permanece en la circulaciôn durante el primer trimestre. Se
ha demostrado "in vitro" su capacidad inhibitoria de varias de las funciones 
de los linfocitos T, por lo cual puede tener un importante papel en la
protecciôn temprana de la unidad feto materna (83).
1.2.3.7 pi GLICOPROTEINA ESPECIFICA DEL EMBARAZO (PSglG)
Es sintetizada por las células del sincitiotrofoblasto a lo
largo de todo el embarazo. Su Pm aproximado es 90.000 D. Al final de la
gestaciôn, se alcanza la concentraciôn maxima de 300ug/ml. Esta proteina
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inhibé la trasformacion de linfocitos "in vitro" estimulados con PHA, sin 
embargo no suprime la respuesta de linfocitos incubados con Con A. Los 
datos son contradictorios, ya que algunos autores indican que PSÇIG, produce 
solo un pequeno descenso en la respuesta de los linfocitos estimulados 
con PHA y que este efecto no es dosis dependiente. Solo concentraciones
superiores a lOOOpg/ml de PSÇIG inhiben la respuesta linfocitaria y esta 
concentration se encuentra muy por encima de los niveles fisiologicos. 
Sin embargo la PS^IG podria tener predominantemente una accion local en
el mantenimiento fetal.
1.2.3.8 oc2-GLICOPROTEINA ASOCIADA AL EMBARAZO oc2-PAG
Es una macroglobulina de 370.000 D de Pm que se encuentra en
los sueros de sujetos normales entre 0.1 y 13 pg/ml. El nivel en el hombre
es mucho menor que en la mujer, cuyas concentraciones aumentan considerable_ 
mente durante el embarazo, siendo mâximas en el primer trimestre de gestation, 
donde se alcanzan 1.400 ug/ml (84). Seis semanas después del parto, el 
nivel de oc2-PAG es insignificance. También se han encontrado niveles aumenta_ 
dos de esta proteina en tratamientos con esteroides y en patientes afectados 
de cancer.
La 0(2— PAG tiene propiedades inmunosupresoras en cultives mixtos 
de linfocitos, suprime la proliferacion inducida por PHA' y Con A, inhibe 
la formacion de rosetas espontaneas y afecta a la movilidad electroforética 
de los macrofagos (84). Por otro lado, la administration intravenosa de 
0(2-PAG humana, incrementa la supervivencia de injertos en animales de experi_ 
mentation. El efecto supresor de esta proteina se reduce cuando se estimulan 
selectivamente las células B, indicando que la oc2— PAG inhibe preferencialmen_ 
te la respuesta de linfocitos T (85),(86). El efecto de inhibition maxima, 
se obtiene con 400 rag/ml de «2— PAG, concentration considerablemente inferior
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que la normalmente présente en el suero de mujeres embarazadas. Estos autores 
indican la posibilidad de que solo cierto numéro de células tengan capacidad 
para unirse a «2-PAG.
1.2.3.9 Bl-MACROGLOBULINA ASOCIADA AL EMBARAZO (Bl-PAM)
Solo se encuentra en mujeres gestantes y en pacientes con cancer 
ovarico. No tiene efecto sobre la proliferation de linfocitos estimulados 
con mitogeno, pero algunos autores, indican que podria tener un papel en 
la inmunoregulacion, estimulando la production de anticuerpos maternos 
bloqueantes (87).
1.2.3.10 PROTEINA A DEL PLASMA ASOCIADA AL EMBARAZO (PAPP-A)
Es una oc2 glicoproteina de 750.000 D de Pm, sintetizada por 
las células del trofoblasto y présente solo en mujeres embarazadas. Los 
maximos niveles de sintesis se alcanzan durante el tercer trimestre, descen_ 
diendo râpidamente después del parto. Es una proteina incompletamente caracte_ 
rizada y sobre la que se han realizado pocos estudios. Solo se sabe que 
inhibe la proliferation linfocitaria inducida por mitôgenos (38),(88).
1.2.3.11 INHIBIDOR DE PROSTAGLANDINA SINTETASA ASOCIADA AL EMBARAZO (PAPSI)
El suero de embarazada, tiene propiedades anti— inflamatorias, 
modifica la funciôn de los neutrôfilos y suprime la liberaciôn de enzimas 
lisosômicas de los macrôfagos. Algunos autores (89), indican que PAPSI 
es probablemente responsable al menos en parte de la actividad anti-inflamato_ 
ria del suero de gestante, lo que supondria que esta proteina estaria implica__ 
da en la protecciôn fetal.
Se sintetiza en el trofoblasto durante casi toda la gestaciôn. 
Los niveles de PAPSI descienden en las ultimas etapas del embarazo, lo 
que coincide naturalmente con el incremento en la sintesis de prostaglandinas.
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1.2.3.12 CERULOPLASMINA
Es una proteina sérica, transportadora de cobre, cuya movilidad 
electroforética es alfa y su peso molecular 132.000 D. Las concentraciones 
normales en el suero, estan comprendidas entre 150 y 600 mg/ml, valores 
que aumentan en ciertos estados patologicos y también cuando se incrementa 
el nivel de estrogenos.
1.2.3.13 ALFA^GLICOPROTEINA ACIDA
También conocida como Orosomucoide. Electroforéticamente, migra 
en una zona muy proxima a la albûmina. Tiene un peso molecular de 41.000 
D y su concentration normal en el suero esta comprendida entre 550 y 1.400 
mg/ml, valores que aumentan con la administration de estrogenos.
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A pesar de todos los factores inmunosupresores que existen 
en la circulacion materna, la madre reacciona satisfactoriamente, rechazando 
injertos y combatiendo las infecciones que acontezcan durante el embarazo.
De todas las sustancias présentes en el suero de mujeres gestantes, 
propuestas como factores inmunosupresores, la mas interesante es la Alfa 
fetoproteina, que requiere un estudio mas detallado.
1.3.1 GENERALIDADES
La circulacion fetal, contiene varias proteinas especificas 
del embrion, présentes normaImente en muy pequena concentration en el suero 
de individuos adultos.
Pedersen en 1.944, descubrio la primera proteina de este grupo 
en el suero de ternera fetal, por lo que la denomino Fetuina. La Alfa fetopro_ 
teina, fue descubierta por Bergstrand y Czar en 1.956 (90), en el suero
fetal humano. Por emigrar electroforeticamente entre la albumina y la alfa
globulina, la denominaron Alfa fetoproteina (AFP). Este descubrimiento 
fue confirmado en el mismo ano por Halbrecht y Klibanski (91).
Es la primera alfa globulina que aparece en el suero de los
mamiferos durante el desarrollo ontogenico, siendo la proteina serica dominan_ 
te en la primera fase de la vida embrionaria, donde supera los niveles
de la albumina y transferrina. Su reapariciôn en la vida adulta con concentra_ 
ciones por encima de lOng/ml, esta asociada con la presencia de tumores,
principalmente hepatomas , tumores de células embrionarias (94),(95) y 
enfermedades de higado asociadas a regeneration intensa de tejido hepâtico.
1.3.2 CARACTERISTICAS FISICO QUIMICAS
Es una glicoproteina de Pm comprendido entre 64.000 y 70.000 
D (94),(95),(96). Consta de una ûnica cadena polipeptidica (97). Su coeficien_
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ciente de sedimentation es 4-5 S (98). El coeficiente de extincion a 278
nm es 5,30 para la AFP procédante de suero fetal y 5,26 para la AFP présente 
en sueros de patientes con cancer hepâtico (94). La constante de difusion
es 6,18 cm/seg. Su volumen partial especffico es 0,726 ml/g (99). El punto
isoeléctrico, esta comprendido entre 4,7 y 5,0 (98). El contenido en carbohi_ 
dratos es aproximadamente del 4% con dos residuos de âcido siâlico por
molécula de proteina (94),(96).
La AFP, aunque homogénea por muchos criterios, se présenta en 
varias formas o isoproteinas con distintas cargas netas (100). Esta microhete_ 
rogeneidad, no es debida solamente a su contenido en âcido siâlico, sino 
que tambien depende del anclaje no covalente con otras moléculas de pequeho 
Pm y de las distintas formas estructurales de la proteina. Hasta el momento, 
se han identificado 5 isoproteinas de AFp, dependiendo del método de aisla 
miento y purification (101), (102).
La AFP procédante de suero fetal y suero de enfermos con hepatoma,
son similares, tanto en su composition de aminoâcidos y contenido en carbohidra
tos , como electroforética y antigénicamente (103) TABLAS 2 y 3
Las AFPs de mamiferos, tienen todas una estructura quimica 
y antigénica similar. Sus caracteristicas de Pm y composition de aminoâcidos, 
aunque similares presentan algunas diferencias de especie.TABLA 4
1.3.3 SINTESIS Y NIVELES DE AFP
La AFP es sintetizada por el feto, principalmente en el higado 
fetal y en el saco vitelino (104). Pequehas cantidades son detectadas por
inraunoradiografia en cultivos de tejido gastrointestinal fetal, placenta 
y rinon (105),(106),(107),(108).
En humanos, los primeros esbozos del higado, aparecen dieciocho
dias después de la conception y once dias mâs tarde, se puede detectar
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T A B L A   COMPARACION PE LA COMPOSICION PE AMINOACIDOS DE LA
ALFA-FETOPROTEINA FETAL (AFP-F) Y ALFA-FETOPROTEINA PRESENTE 
EW PACIENTES PE CANCER HEPATICO (AFP-H) *
AMINOACIDOS
Ir* * * * * *
AFP-F
moles/mol
Asp 43 43
Thr 36 34
Ser 38 35
Glu 84 96
Pro 21 21
Gly 24 26
Ala 47 45
Cys 28 28
Val 29 28
Met 7 8
H e 30 28
Leu 53 51
Tyr 17 15
Phe 29 25
Trp 1 2
Lys 36 39
His 14 15
Arg 18 20
total 559 559
AFP-H
moles/mol
* Dates tornados de Y. Aoyagi y col. (1978). Scandinavian J. 
Immunol. 8. Suppl. 8,385-389.
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por inraunofluorescencia, cantidades apreciables de AFP en los hepatocitos 
fetales (105),(108). El higado fetal,entre la decimocuarta y vigésima semanas 
de gestation, produce a razdn de 19-26 pg/minuto de AFP (109).
La sintesis de AFP en el saco vitelino, comienza treinta y 
cinco dias después de la fertilization, siendo maxima a la octava semana, 
a partir de la tuai, comienza a decrecer.
En la decimocuarta semana gestational, el suero fetal contiene 
3mg/ml de AFP, concentration que décrété posteriormente a medida que progresa 
el embarazo (110). La AFP en el liquido amniôtico, sigue el mismo patron
temporal que en el suero fetal FIGURA II. En el momento de nacer, el individuo
tiene aproximadamente 80 pg/ml, permaneciendo asi durante la primera semana 
de vida, a partir de entonces, disminuye hasta el nivel que mantendra durante 
el resto de la vida (2-lOng/ml)
Los niveles de AFP en el suero materno, aumentan a medida que
progresa la gestation, llegando a un mâximo a las treinta y dos semanas.
Posteriormente comienza a decaer, experimentando de nuevo un incremento 
en el momento del parto, por difusion de esta proteina a través de la placenta.
La concentration de AFP en adultos sanos, varfa de unos sujetos 
a otros y tambien segun el método empleado para su determination. En nuestro 
laboratorio, las concentraciones por Radioinmunoensayo, oscilan como indica 
la TABLA 5. Los datos recogidos segun otros autores se muestran en la TABLA 
6.
1.3.4 IMPLICACIONES CLINICAS DE LA AFP
La AFP, contituye un parâmetro clinico importante en la investiga_ 
ciôn del cancer y de la fisiopatologia fetal.
FIGURA II
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T A B L A  5 NIVELES DE AFP EN SUJETOS ADULTOS NORMALES
SUERO
1
2
3
4
5 
8 
9
10
11
12
13
14
15
16 
17 
20 
22
23
24 
29 
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* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
CONCENTRACION DE
AFP (ng/ml)
4.8
5.4
6.4 
6,2
2.9 
17,0
4.2
4.0
5.6 
2,8
3.1
4.4
5.6
5.6
3.3
3.4
4.5 
5,0
6.2
1.6 
2,8
n9 total de casos = 21
media + error estandar= 4,99+0,65
datos tornados de C.E.RODA. Tesina 1979. Facultad de Biolôglcas 
Universidad Complutense de Madrid.
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Una concentration de AFP por encima de los valores normales
descritos, es sintoma de enfermedad. En enfermedades malignas, los valores 
elevados de AFP, se dan principalmente en hepatomas, teratocarcinomas y 
también en algunas enfermedades gastrointestinales (111).
Valores moderadamente elevados de AFP en sangre comprendidos 
entre 250-500 ng/ml, se hallan especialmente en enfermedades de higado, 
asociadas a regeneration de tejido hepâtico (112), en patientes con atâxia-te_ 
langiectâsica (113), en enfermos de tirosinosis (114) y en patientes con
fibrosis quistica (115).
La presencia de niveles excesivos de AFP en el suero materno
y en el liquido amniotico, ha servido de gran ayuda en el diagnôstico prenatal 
Asi, niveles aumentados de AFP en el suero materno y en el liquido amniotico 
estan relacionados con :
- I - Distrôfias neurales;es decir malformaciones por falta
de cierre o cierre incompleto del tubo neural, que desembocan en espina
bifida, anencefâlia o hidrocefâlia.
- II - Otras anormalidades congénitas: atresia congenita esofâgica 
o duodenal. Abortos espontâneos de fetos 45 XO. Teratoma sacrocoxigeo y
INefrosis congenita.
- III - Condiciones ginecologicas: en casos de isoinmunizaciôn
!RH diabetes durante el embarazo, muerte intrauterina, aborto espontâneo
por diversas causas y gestation multiple.
Por otro lado, la ausencia o disminucion de AFP en liquido
amniotico, esta asociada a toxemia.
Los niveles anormales en el suero materno, pueden indicar: 
disfuncion de la placenta, patologia del higado materno, quiste hidatidico, 
'coricarcinoraa, hepatitis viral, cancer hepâtico y alteraciones del feto
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o relacionadas con el mismo.
1.3.5 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LA AFP
A pesar de los numerosos estudios realizados sobre AFP, se 
conoce muy poco acerca de su funcion biolôgica.
Un hecho que llamo la atenciôn es la gran homologia en la secuen_ 
cia de aminoâcidos entre la albumina y al AFP (116),(117), que ademâs pueden 
tener reaction cruzada, previa modification quimica (118). Todo ello hizo 
suponer que ambas proteinas tenian un gen ancestral comün y que la AFP 
desempenaba el papel de albumina fetal, ya que su concentration en el suero 
fetal, estâ en razon inversa a la concentration de la albumina.
Segun Grande Coviân, la seroalbûmina se une a los âcidos grasos, 
no esterificados, de cadena corta présentes en la sangre. Sin embargo,
la AFP se une no covalentemente a âcidos grasos libres de mâs de veintidos 
âtomos de carbono. Precisamente, parece que son estos âcidos grasos de 
cadena larga, los requeridos en la formation del sistema nervioso fetal, 
por lo que las altas concentraciones de AFP durante el période embrionario, 
serian debidas a su funcion como proteina transportadora de âcidos grasos 
de cadena larga utilizados para la formation y el desarrollo del sistema 
nervioso.
Por otro lado, debido a la capacidad de union de la AFP a los
estrogenos, se considéré proteina transportadora de hormonas. Algunos autores 
demostraron en la rata una alta capacidad de union de la AFP para el estradiol 
y estrona, pero no para estriol, progesterona, testosterona o cortisona 
(119).
La situation en el hombre estâ menos clara, no habiendose confir_
mado que la AFP humana tenga afinidad para los estrogenos (108).
Otro autores demostraron que la AFP murina, deprimia la respuesta
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de anticuerpos, tanto primaria como secundaria y ténia action inhibidora 
de la transformation blâstica inducida por mitogenos y en cultivos mixtos 
de linfocitos (120). El efecto supresor de esta proteina, se explicaba 
postulando la existencia de interacciones fisicas mediante la formation 
de complejos entre la AFP y la PHA (121). Sin embargo , posteriormente se 
demostro que la AFP inhibia la transformation blâstica inducida por otros 
mitogenos y que el proceso inhibitorio no era debido a la union e interferen_ 
cia con la lectina (122).
Algunos autores, senalaron la existencia de receptores especificos 
para la AFP, en la superficie de linfocitos T (123), lo cual indicaba que 
la AFP actuaria directamente sobre la célula. Sin embargo otros investigadores 
indicaron que la asociacion entre el linfocito y la AFP era de baja afinidad 
puesto que podia ser disociada por simple lavado (124). Simmultâneamente 
se demostro que el liquido amniotico suprimia la respuesta de linfocitos 
murinos de bazo al estimulo antigénico con hematies de carnero, senalando
que la AFP podria ser la responsable de dicha supresion (125).
De acuerdo con estos hallazgos, se ha sugerido que la AFP podria 
tener una funcion biologica capital en el curso de la vida fetal (126),
ayudando al mantenimiento del feto como un injerto homologo en un medio
ambiente genéticamente incompatible.
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2-OBJETIVO Y PLAN 
DE TRABAJO
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El embarazo implica la coexistencla parabiotlca, entre la madre, 
inmunologicamente activa y un feto semialogénico e inmaduro desde el punto 
de vista inmunolôgico. La naturaleza de la respuesta inmune materna hacia 
los antigenos fetales de origen paterno y la capacidad del feto para sobrevi_ 
vir en un medio ambiente genéticamente incompatible, son dos hechos de 
caracter enigmâtico.
Entre los variados cambios fisiologicos que acontecen durante 
el embarazo, es notorio, el aumento del nivel circulante de una serie de 
proteinas, entre las que cabe senalar la Alfa-fetoproteina (AFP), que es 
la primera alfa globulina que aparece en el suero durante el desarrollo 
ontogénico, siendo su concentration durante la gestaciôn muy superior a 
otras proteinas séricas. A pesar de los numerosos trabajos publicados, 
se desconoce su funcion biolôgica, ya que los datos présentes en la literatura 
son altamente contradictôrios (127),(128),(129),(130),(101),(131),(132),(133), 
(134). La opinion mâs generalizada es que la AFP posee actividad inmunoregula_ 
dora, por lo que podria ejercer una funcion importante en el mantenimiento 
del feto intraütero.
Planteando el posible papel inmunoregulador desempenado por 
la AFP, por otros factores séricos especificos del embarazo o por ambos, 
el objetivo de este trabajo ha sido: Estudiar el efecto producido por los
componentes del suero de mujeres gestantes sobre poblaciones linfocitarias 
"in vitro". Por lo que el desarrollo de la investigation fué:
2.1 Estudio del efecto del suero completo de mujeres gestantes, sobre la 
respuesta proliferativa de linfocitos estimulados mitogénicamente.
2.2 Anâlisis de la respuesta de cocultivos de linfocitos T y B en presencia 
de sueros de mujeres embarazadas para detectar hacia que poblaciôn linfoci_ 
taria estâ dirigido dicho efecto.
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2.3 Aislamiento y purification de AFP a partir de suero fetal humano, con 
el fin de realizar un estudio de dosis respuesta, con distintas concentracio_ 
nes de AFP, en cultivos de linfocitos T estimulados mitogénicamente.
2.4 Estudio en paralelo de sueros de gestantes completo y desprovisto de 
AFP respectivamente, con objeto de averiguar si el efecto producido es 
motivado por la AFP o por otros factores presences en el suero.
2.5 Localization del factor o factores presences en sueros de mujeres embara_ 
zadas, responsables de la inhibition de la proliferation de linfocitos 
T estimulados con PHA.
2.6 Por ultimo, se estudio la posible existencia de una coopération entre 
la AFP y la fraction inhibitoria del suero de gestantes sin AFP, en el 
fenomeno de inhibition de la proliferation de linfocitos T.
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3-MATERIAL ES Y 
METODOS
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3.1 SOLUCIONES MAS UTILIZADAS
3.1.1 SOLUCION SALINA 0,15 M pH 7,2
NaCl  8,77 g
Tampon KH^PO^/NagHPO^ 0,5 M .............20,00 ml
-Na2HP0^.2H20....................  69,40 g
-KH^PO^   15,00 g
-H^O destilada hasta   1,00 1
Complétât con H^O destilada hasta .... 1,00 1
3.1.2 SOLUCION PE HANK
SOLUCION A
a)NaCl................... g
KCl ................... ........  4 S
MgS0^.6H20 ........... 8
H2O destilada.......... ........  1 1
b)CaCl2.................. ........ 1 ,4g
H.O destilada.......... ml
Mezclar a y b y complétât hasta 500 ml con H^O destilada 
SOLUCION B
Na2HP0^.12H20...................  1,52 g
KH2P0^........................... 0,60 g
Vl2°6.............  S
H2O destilada hasta ............  500 ml
SOLUCION C
NaHCOg .......................... 1,4 g
H2O destilada hasta ............. 100 ml
Para su uso: mezclar un volumen de Solution A con un volumen de So 
lucion B y 18 volumenes de H2O destilada. Anadir 1 ml de Solution C por cada
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40 ml de la mezcla anterior.
3.1.3 MEDIO DE CULTIVO ENRIQUECIDO
RPMI 1.640 (Flow)......................  100 ml
Gentamicina (Flow) 1/10 ............  1 ml
L-Glutamina (Flow) 2mM ............  1 ml
3.1.4 SOLUCION DE AZUL TRIPAN
Azul Tripân (Merk) al TU en H^O destilada 
NaCl al 4,5%
Se mezclan 4 partes de Azul Tripân por cada una de NaCl.
3.1.5 LIQUIDO DE CENTELLEO
Tolueno (Searle)........................  1 1
2,5 difenil-oxazol (PPO)............... 4 g
1,4—Di(2-(5-feniloxazol)benceno)(POPOP)..0,05g
3.1.6 SOLUCION DE LISIS DE HEMATIES
NH^CI ................................  8,29 g
KHCO^ ................................  1,00 g
EDTA âcido ........................... 0,02 g
HgO destilada .........................  100 ml
Ajustar el pH a 7,4 y para su uso diluir a 1/10 en H^O destilada
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3.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ALFA-FETOPROTEINA HUMANA
3.2.1 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO lONICO
La Alfa-fetoproteina humana (AFP), fué aislada a partir de
suero fetal humano, obtenido de una mezcla de sangre de cordon umbilical
segun el método descrito por Pagé (135).
Veinte mililitros de suero fetal humano, se aplican a 10g de
DEAE Sephadex A-50 (Pharmacia Fine Chem.), previamente hinchados con una 
solucion tamponada de ^pQ 0,1M pH 7 Se mantiene.en agitation len
ta durante 20 minutos y a continuation se vierte la mezcla en un Buchner 
al que se ha acoplado un doble filtro de papel (Whatman 1) y se hace pasar 
por gravedad a través del gel las siguientes soluciones con distintos pHs : 
250ml de tampon de equilibrado pH7, 500ml de tampon KHgPO^yNagHPO^ 0,1M
pH5,5 y 500ml de solucion KHgPO^/NagHPO^ 0,1M a pH5. Las proteinas eluidas 
a estos pHs, son despreciadas y se procédé a recoger las retenidas en el 
gel, las cuales eluyen con 250ml de tampon HAc/NaAc 0,1 M pH4, conteniendo 
NaCl 2M. Dichas proteinas equivalen al 25% del contenido protéico de 1 suero. 
Finalmente, se concentra el eluxdo por ultrafiltration, presion negative, 
hasta 10ml en câmara fria.
3.2.2 FILTRACION A TRAVES DE SEPHADEX G-25
Una columna de Pharmacia K16/70, se rellena con 25g de Sephadex 
G-25 (Pharmacia Fine Chem.) equilibrado con tampon HAc/NaAc 0,1M pH6 contenien 
do NaCl IM, CaCl2 10 ^M,MgCl2 10  ^ M y MnCl2lO  ^ M. A continuation, se 
aplican 10ml del concentrado obtenido en el apartado anterior y se comienza 
la elucion, con la misma solucion empleada para equilibrar el gel. Se recogen 
fracciones de 2m 1 con una velocidad de flujo de 8ml/hora. El contenido 
protéico de cada fraction se mide por absorcion de luz ultravioleta a 280nm 
en un espectrofotometro (Hitachi Perkin-Elmer Colemen III). Las fracciones
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correspondientes al pico excluido, se concentran por ultraflltracion (presion 
negative) hasta un volumen de 5ml.
El objeto de este proceso, es equilibrar la muestra con tampon 
acetato 0,1M pH6 que se utiliza en la siguiente cromatografla.
3.2.3 CROMATOGRAFIA PE AFINIDAD EN SEPHAROSA CON A ( CONCANAVALINA A )
En una columna de Pharmacia K16/40, se empaquetan 70ml de Sepharo_ 
sa Con A (Pharmacia Fine Chem.) equilibrada en tampon HAc/NaAc 0,1M pH6 
antes mencionado.
Una vez preparada la columna, se aplica el concentrado protéico, 
obtenido en el paso anterior y se mantiene a flujo constante de 8ml/hora, 
recogiéndose fracciones de 2m 1 en un numéro aproximado de 40. La cant idad 
de proteina correspondiente a cada fraction, es medida por absorcion de 
luz ultravioleta a 280nm. Cuando los datos de la lectura son prâcticamente 
nulos, se reemplaza el eluyente por alfa-metil glucôsido al 2% (p/v) en
el tampon de equilibrado, con el fin de desplazar las glicoproteinas unidas 
a la Concanavalina A, las cuales describen un segundo pico en el perfil 
de eluciôn. ( FIGURA VIII pag. 102 )
3.2.4 INMUNODIFUSIOM DOBLE BIDIMENSIONAL
Las distintas fracciones del segundo pico, obtenidas tras la 
elucion con alfa-metil glucosido, son analizadas por inmunodifusiôn doble 
bidimensional (136), frente a suero de conejo anti-AFP humana (Operon).
Se procédé a aplicar dichas fracciones en los pocillos cortados 
de un gel de Agar Noble (Difco) al 1% (p/v) en tampon fosfato 0,15M pH7,3. 
Un pocillo central y equidistante 3mm se rellena con suero anti-AFP. Posterior 
mente se incuba en câmara hûmeda a TA durante 24 horas (FIGURA IX pag.
103 ).
Simultâneamente, se enfrentan cada una de las fracciones con
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suero anti-humano de conejo (Operon), para ver el grado de pureza, observando 
se varias bandas de précipitation (FIGURA X pag.104).
Las fracciones positivas en AFP se concentran por ultrafiltration, 
presion negativa hasta 1ml y se dializan en solucion salina pH7,2.
Para identificar las proteinas contaminantes, se realiza una 
inmunoelectroforesis en agar.
3.2.5 INMUNOELECTROFORESIS
Es una combination de la inmunodifusion en agar doble bidimensio_ 
nal, con la separation electroforética de las proteinas en agar. Estas 
proteinas pueden ser analizadas sobre la base de sus propiedades antigénicas 
y electroforéticas.
Se realiza sobre gel de Agar Noble (Difco) al 1,257» disuelto 
en tampon veronal (âcido 5,5-dietilbarbitûrico 5,5-dietilbarbiturato sodico) 
convenientemente preparado de 75mm de largo por 40mm de ancho y 2mm de
espesor, de fuerza ionica 0,03u y pH8,6.
La muestra se aplica en un orificio de 1mm de diâmetro, practicado 
en el centro del gel, mediante una pipeta Pasteur calibrada y la electrofore_ 
sis se lleva a cabo en el tampon mencionado anteriormente, aplicando una 
caida de tension de 115V y 15mA durante 70 minutos.
Tras la electroforesis, se practicaron dos trincheras de 2mm 
de ancho, equidistantes 6mm del orificio practicado anteriormente. La trinche_
ra superior se rellena con suero de conejo anti-AFP y la inferior con suero
anti-humano de conejo. El gel se deja en reposo en una camara humeda a
TA observândose el desarrollo de las bandas de précipitation a las 24 y 
48 horas. La muestra procesada por los métodos anteriores, contiene AFP, 
pero tambien otras proteinas, fundamentalmente de movilidad alfa (FIGURA 
XI pag.105 ). Por consiguiente es necesario utilizar métodos de purification
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muy especificos.
3.2.6 OBTENCION PE ALFA-GLOBULINAS HUMANAS
La fraction alfa-globulinica, contaminante principal de la
preparation de AFP obtenida de suero fetal humano, se aisla a partir de 
suero humano normal, sometido a las mismas condiciones que el suero fetal. 
Primero se procédé al fraccionamiento del suero en DEAE Sephadex A-50 con 
distintos tampones. El eluido a pH4, se équilibra con tampon HAc/NaAc pH6, 
pasândolo a través de Sephadex G-25 y finalmente se realiza una cromatografla 
de afinidad en Sepharosa Con A. Aquellas fracciones del segundo pico que
eluyen en el mismo lugar que las positivas en AFP, correspondientes al
cromatograma de un suero fetal, son recogidas, dializadas en solucion salina
pH7,2 y concentradas por ultrafiltration, presion negativa, hasta 1ml.
3.2.7 OBTENCION PE ANTI-ALFA-GLOBULINAS HUMANAS PE CONEJO
Se prépara una emulsion a partes iguales (v/v) con 500;ag/ml
de alfa-globulinas y adyuvante completo de Freund. Se inyectan 0,5ml de 
la emulsion, via intramuscular, en las patas traseras de conejos de la 
raza New Zealand a intervalos de dos semanas. Se realizan très inmunizaciones 
sucesivas. Siete dias después de la ultima inyecciôn, se sangran los conejos 
de la vena marginal de la oreja y se deja retraer el cuagulo durante 6 
horas a TA. Se sépara el suero y se procédé a la obtention de la fraction 
anti-alfa-globulina, por précipitation con sulfato amonico 2M. Se mezclan
volumenes iguales de suero y sulfato amonico 4M, se incuba a 37°C durante 
45 minutos, transcurrido este tiempo, se centrifuge a 2000xg durante 15
minutos a TA. Se desprecia el sobrenadante y se ahade de nuevo (NH^)2S0^
2M. El precipitado obtenido tras la centrifugation, se disuelve en solucion 
salina pH7,2 y se dializa en la misma solucion, con el fin de eliminar
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el sulfato. Una vez diallzado, se guarda a -20°C hasta posterior uso.
3.2.8 COLUMNAS PE INMUNOADSORBENTE
Sueros de conejo anti-humano (Operon) o anti-alfa-globulinas, 
previamente dializados en tampon NagCO^/HNaCOg 0,1M pH8, se acoplan a Sepharo_ 
sa 48 activada con CNBr (Pharmacia Fine Chem.).
3.2.8.1 PREPARACION PE INMUNOADSORBENTES
Seis gramos de Sepharosa 4B activada con CNBr, se lavan tres
veces con una solucion de HCl O.OOIM y con tampon carbonato/bicarbonato 
sodico 0,1M pH8, alternativamente. Posteriormente, se resuspende en 5m 1 
del tampon mencionado anteriormente, conteniendo 180mg de la proteina a
complejar. La mezcla, se incuba con agitation suave durante 2 horas a TA 
o 18 horas a 4°C. A continuation, se filtra en un Buchner y se recoge el
eluido, determinando su concentration proteica mediante espectrofotometria 
de absorcion de luz ultravioleta a 280nm (proteina no acoplada).
Posteriormente, se lava el gel repetidamente con tampon carbonato/ 
bicrbonato sodico 0,1M pH8, hasta que la densidad optica del liquido de
lavado recogido sea menor de 0,02.
Para bloquear los grupos activos que se hubieran quedado libres, 
se incuba la Sepharosa con una solution de etanolamina IM tamponada con 
carbonato/bicarbonato 0,1M pH8 durante 2 horas a TA. A continuation, se 
realizan tres ciclos de lavado, alternando tampones de bajo y alto pH: 
HAc/NaAc 0,1M pH4 y solucion de borato sodico 0,9% (p/v) pH8.
Por ultimo se resuspende el gel en 20ml aproximadamente de 
solucion salina pH7,2 y se procédé a empaquetar y equilibrar una columna 
de lx20cm.
3.2.8.2 PURIFICACION DE AFP
Las alfa-globulinas contaminantes de las preparaciones de AFP,
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obtenidas por Sepharosa Con A, son eliminadas mediante dos inmunoadsorbentes 
consecutivos. Primero se aplica 1ml de la muestra a una columna de Sepharosa 
4B activada con CNBr, equilibrada con solucion salina pH7,2, a la cual 
se le ha acoplado suero de conejo anti-humano (Operon). Las proteinas no 
unidas (AFP y algunas alfa-globulinas, detectadas por inmunodifusion doble 
bidimensional con anti-sueros especificos), son concentradas hasta 1ml 
y se aplican de nuevo a otra columna de Sepharosa 4B activada con CNB% 
acoplada con suero de conejo anti-alfa-globulinas humanas. La proteina 
no unida, AFP, eluye con solucion salina pH7,2.
Ambas cromatografias se realizan a un flujo constante de 6ml/hora, 
recogiendo fracciones de 0,5ml.
Las columnas una vez utilizadas, se reciclan con una solution 
de Gly/HCl 0,5M pH3, conteniendo NaCl 0,15M para eliminar las proteinas 
retenidas en el gel. A continuation se équilibra con solucion salina pH7,2 
para posterior uso.
El grado de pureza de la muestra una vez concentrada, se détecta 
mediante inmunodifusion doble bidimensional (FIGURA XII pag.106 ).
La proteina ya purificada, se guarda a -20 °C
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3.3 DETERMINACION DE ALFA-FETOPROTEINA POR RADIOINMUNOENSAYO
El Radioinmunoensayo (RIA) escogido para nuestro trabajo es 
de tipo sandwich, utilizando antisuero comercial marcado y discos de papel 
activado con CNBr (137),(138).
3.3.1 ANTISUERO ANTI-ALFA-FETOPROTEINA
Utilizamos el suministrado por Operon, del que se précipita 
la fraction gamma con Na2S0^ al 18%.
A un mililitro de antisuero, se anaden 1,38ml de Na2S0^ al 
30,96% (p/v); tras incubar 45 minutos a 37°C, se centrifuge durante 15
minutos a 200xg y TA. Se desprecia el sobrenadante y se anade 1ml de Na2S0^ 
al 18% (p/v), sobre el precipitado. Se agita cuidadosamente y se centrifuge 
de nuevo a 2.000xg durante 15 minutos. El precipitado es redisuelto en 
1ml de solution salina pH7,2 y dializado frente a la misma solution, con 
el fin de eliminar el exceso de Na2S0^. La proteina, se guarda a -20°C 
hasta posterior uso.
3.3.2 DISCOS DE PAPEL
Veinticinco gramos de CNBr (Scharlau), se disuelven en 150ml 
de ague destilada, con agitation magnética durante 12 horas. Despreciando
los restos insolubles, se ahaden 100ml de esta solucion a 5g de discos
de papel (Whatman 1) de 5mm de diâmetro, los cuales se han dejado hinchar 
previamente, en 50ml de agua destilada. Se mantienen en agitation durante 
6 minutos, controlando el pH entre 10 y 11, para lo que se utiliza NaOH 
IM. Se aspira el sobrenadante y se lava tres veces con 200ml de NaHCO^
0.0015M durante 2 minutos. Posteriormente se procédé a lavar con 600ml
de agua destilada, 600ml de acetona al 50% (v/v) y 600ml de acetona al 
100% (v/v), consecutivamente. Todas estas soluciones deben estar frias,
para mejorar el curso de la reaction.
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For ultimo, se dejan secar Los papales durante 1 hora a TA 
y se conservan a -20°C.
3.3.3 ACOPLAMIENTO PE LA PROTEINA A LOS PAPELES
La fraccion gamma, obtenlda per precipltacion de 1ml de suero 
anti-AFP con Na^SO^ al 18% (p/v), se resuspende en 40ml de NagCOg/NaHCO^
0,1M pHS y se incuba con 500mg de papales activados con CNBr, durante 3 
boras a TA, agitando manualmente de vez an cuando. Se lava dos veces con
100ml de tampon Na2C0^/NaHC02 0,1M pHS durante 10 minutos a TA. Se anaden 
100ml de etanolaraina 0,05M an el tampon mencionado anteriormente y se incuba
de nuevo 3 boras a TA. Posteriormente, se lava dos veces con 100ml de tampon
carbonato/bicarbonato sodico 0,1M pH8 y otras dos con 100ml de Gly/HCl 
0,1M pH3, incubandolo cada vez, durante 5 minutos. A continuaciôn se lava 
de nuevo con 100ml de tampon carbonato/bicarbonato sodico 0,1M pH8, dos 
veces y otras dos con soluciôn salina pH7,2. Seguidamente, los papeles
se resuspenden en soluciôn KHgPO^/NagHPO^ 0,05M pH7,9 conteniendo 0,3%
(p/v) de albumina bovina (Sigma), 0,l%(p/v) de NaN^y 0,1% (v/v) de Tween 20 
manteniendose a 4°C basta su uso.
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3.3.4 MARCAJE DE LA PROTEINA CON I
Veinte microgramos de la fracciôn gamma de antisuero anti-AFP
125
(Organon), se marcan con ImCi de I, por el método de la Cloramina T
(modificaciôn del método de Greenwood) (139).
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Primero, se diluye el I con lOOpl de tampon fosfato 0,5M
pH7,5 y se anade a la proteina. A continuaciôn, se agregan 100;li1 de Cloramina 
T a la concentraciôn de Img/ml, agitândose el tubo durante 1 minuto (tierapo 
muy critico). Inmediatamente después, se anaden lOOjal de metabisulfito 
sôdico a la concentraciôn de Img/ml. Se incuba durante 3 minutos, se adicionan
0,5ml de soluciôn salina pH7,2 y se dializa frente a la misma soluciôn,
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fria. Media hora después, se anade 1ml de albumina humana (Sigma) a la 
concentraciôn de 2 mg/ml en soluciôn salina pH7,2. Se continua dializando 
en frio, con cambios frecuentes hasta obtener fondo en los liquidos de 
dialisis, para lo que se toman alicuotas de lOOul y se cuentan en un contador 
gamma (LKB).
Los resultados obtenidos, se expresan: como el porcentaje de 
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incorporaciôn de I a la proteina, dicho porcentaje debe ser superior 
al 70%;
cpm de la proteina
% de incorporaciôn = — .......... —  —  .  xlOO
cpm de la proteina + cpm de las dialisis
3.3.5 TECNICA DE RADIOINMUNO-ANALISIS
Se utilizan tubos de poliestireno, en los cuales se introduce
un disco de papel de filtro con la proteina acoplada y se anade por duplicado
lOOjal de las distintas muestras a estudiar.
La curva estandar, se realiza diluyendo en serie, una preparaciôn
de AFP comercial, de concentraciôn conocida (Biodata 400ng/ml) en suero
de caballo (Flow) previamente diluido % en soluciôn salina tamponada côn fos_
fato 0,005M pH7,4, conteniendo 0,3% (p/v) de albômina bovina (Sigma),0,1%
(p/v) de NaNg y 0,1% (v/v/) de Tween 20. lOOjul de cada una de las diluciones,
se anade por duplicado a sendos discos.
Los tubos se mantienen 4 horas a TA, cubiertos para evitar
la evaporaciôn, transcurrido este tiempo, se someten a très lavados de
10 minutos de duraciôn con 0,9% (p/v) de NaCl y 0,1% (v/v) de Tween 20.
Tras aspirar el sobrenadante correspondiente al ultimo lavado, se anaden
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lOO^ il de anti-AFP marcada con I, diluida con soluciôn salina tamponada 
con fosfato 0,005M pH7,4, de tal forma que sean introducidas en cada tubo
200.000 cpm, aproximadamente. Se tapan los tubos y se dejan a TA durante
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12 horas. Al dia siguiente, se someten a cuatro lavados con NaCl al 0,9%
(p/v) y 0,1% (v/v) de Tween 20. Tras aspirar el ultimo sobrenadante, teniendo
la precauciôn de que los tubos queden absolutamente secos, se llevan a
un contador gamma y se cuentan durante 1 minuto. Los resultados obtenidos,
se expresan como la media de las cpm de cada muestra.
Se procédé al trazado de la curva estandar, tomando en abcisas
las concentraciones y en ordenadas la media de las cpm de las muestras.
Los valores de las muestras estudiadas, se calculan por interpola_
cion en la curva estandar (FIGURA XIII pag.108).
3.3.6 RADIOINMUNOANALISIS COMERCIAL DE ALFA-FETOPROTEINA
Para la determinacion de AFP en suero y liquido amniotico,
ha sido coraercializado un radioinmunoanâlisis basado en la precipitacion
del complejo antigeno-anticuerpo con Polietilen-glicol (PEG).
La sensibilidad del método es alrededor de 3ng/ml. El analisis
se realiza por duplicado poniendo en cada tubo lOOjul de las muestras a
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estudiar, lOOjnl de suero anti-AFP y lOOul de AFP marcada con I. Simulta_
neamente, se preparan dos tubos marcados con la letra (G), que contienen
lOOul de la AFP radioactiva, dos contrôles (NSB) en los que se anaden 200ul
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de tampon fosfato 0,01M pH7,5 y lOOul de AFP marcada con I, y por ultimo, 
dos tubos marcados con la letra (B) blancos, con lOOul de tampon fosfato
0,01M pH7,5, lOQul de anti-AFP y lOOul de AFP radioactiva.
La curva estandar, se prépara a partir de una AFP de concentraciôn 
conocida, haciendo diluciones seriadas por duplicado.
Las mezclas se agitan cuidadosamente y se incuban de 18 a 24
horas a TA.
Posteriormente, se anade a cada tubo, (excepto a los dos (G)) 
lOOul de gamma-globulina de suero bovina y 100/ul de soluciôn de PEG 20%
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(p/v) en tampon fosfato 0,01M pH7,5. Se mezcla por agitacion y se centrifuge 
a l.SOOxg durante 15 minutos. Se decanta el sobrenadante por inversion 
y cada tubo se lava con 2m 1 de agua destilada. A continuaciôn se centrifuge
de nuevo a la misma velocidad y tras decanter el sobrenadante, el precipitado
es introducido en un contador gamma (LKB) para procéder al contaje durante 
un minuto.
El porcentaje maximo de uniôn se calcula mediante la fôrmula:
media de cpm de B -media de cpm de NSB
% max.de uniôn=-------------------—— —------------------ x 100
media de las cpm de C
El titulo del antisuero anti-AFP, viene ajustado para que se
obtenga un porcentaje de uniôn maximo de 40-807».
El porcentaje de uniôn relative de las muestras problems y
de la curva estandar se calcula:
media de cpm de la muestra-media de cpm de NSB
% de uniôn relativo=---------------------------------------------  —  x 100
media de cpm de B-media de cpm de NSB
A continuaciôn se trazan los perfiles de la curva estandar 
en papel semilogaritmico, tomando en abcisas las concentraciones y en ordena_ 
das el porcentaje de uniôn de cada una de las diluciones de AFP estandar.
Las concentraciones desconocidas, se hallan por interpolaciôn 
en la curva estandar del porcentaje correspondiente a cada muestra problems.
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3.4 FRACCIONAMIENTO DE SUERO DE MUJERES EMBARAZADAS
3.4.1 SUERO DE MUJERES GESTANTES
Muestras de sangre de mujeres gravidas, son extraidas por puncion 
venosa. Se mantiene durante 1 hora a TA y una vez retraido el coagulo, 
se centrifuge a l.SOOxg, recogiendose el sobrenadante. Se détermina la
concentraciôn de proteinas totales por el método Folin (140) y la de AFP 
por Radioinmunoensayo. Cada suero es protocolizado, teniendo en cuenta 
el tiempo de gestaciôn al cual fué extraido y su contenido en AFP.
3.4.2 SUERO DE GESTANTES DESPROVISTO DE AFP
Se aplica 1ml de suero de mujer gravida, sobre una columns
(1x20 cm) de Sepharosa 4B activada con CNBr, a la que se ha acoplado 30mg/ml 
de Sepharosa, de la fracciôn globulinica de un suero de conejo anti-AFP 
(Operôn), segun el apartado 3.2.8.1. Fracciones de 0,5ml, son eluldas con 
tampôn fosfato 0,15M pH7,2 a una velocidad de flujo de lOml/hora. El contenido 
protéico de cada fracciôn, se detects mediante absorciôn de luz ultraviolets 
a 280nm. Las fracciones protéicas, se mezclan y concentran por presiôn
negativa hasta 1ml. A continuaciôn, se réserva una alicuota del concentrado 
y se comprueba, por RIA, la eliminaciôn total de AFP.
Posteriormente, se régénéra la columna, con una soluciôn de
Glicina/HCl 0,5M pH3, conteniendo NaCl 0,15M y después se équilibra con 
tampôn fosfato 0,15M pH7,2 para posterior uso.
3.4.3 FILTRACION A TRAVES DE SEPHADEX G-200 SUPERFINO
Se llevô a cabo en columnas de Pharmacia K26/45 rellenadas 
con gel de Sephadex G-200 superfino.
Seis gramos de Sephadex G-200 superfino (Pharmacia Fine Chem.), se 
dejan hinchar en agua destilada durante dos dias. Cuando la suspensiôn 
esta preparada, se rellena la columna y se équilibra haciendo pasar a su
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través NaCl 0,5M tamponado a pH7,2 con
Muestras de 1ml de suero humano normal o suero de mujeres embara_ 
zadas desprovisto de AFP, se mezcla con 0,lg/ml de sacarosa con el fin 
de aumentar su densidad y facilitar su aplicaciôn. La muestra se deposita 
sobre la superficie del gel y se comienza la eluciôn con la soluciôn de 
equilibrado. se recogen fracciones de 1ml a un flujo de Sml/hora y se mide 
su contenido protéico por absorciôn de luz ultraviolets a 280nm. Con los
resultados de las lectures se traza el perfil cromatogràfico, tomando en 
abcisas el numéro de fracciones recogidas y en ordenadas las densidades 
ôpticas. El cromatograma, muestra très picos, correspondientes a las fraccio_ 
nés 19s, 17S y 45 , deterrainadas por ultracentrifugaciôn analitica. Cada
una de las cuales, se concentra por ultrafiltraciôn, presiôn negativa, 
hasta 1ml, midiendo su contenido protéico por el método Folin.
La columna se recicla, haciendo pasar soluciôn de equilibrado
con el fin de eliminar los componentes de pequeno Pra, asi como la sacarosa 
y se deja preparada para ulteriores filtraciones.
3.4.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
Las fracciones obtenidas por Sephadex G-200, se analizan por
gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato sôdico (SDS) en plaça 7x18 cm.,
segun el método descrito por Laemli (141).
3.4.4.1 TAMPQNES Y SOLUCIONES
a) Soluciôn de acrilamida (Bio-Rad) 30% (p/v), bisacrilamida
(Bio-Rad) 8% (p/v) en agua destilada. Se filtra en papel Whatmann 1 y se
almacena a 4°C.
b) Tampôn del gel de separaciôn: 1, 5M Tris, 0,4% (p/v) SDS
en agua destilada, pH8,8.
c) Tampôn del gel de concentraciôn: 0,5M Tris, 0,4% (p/v) SDS
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en agua destilada, pH6,8.
d) Tampon de electroforesis 3g/l Tris, 14,4 g/l glicina, lg/1
SDS en agua destilada.
e) tampon de muestras: se prépara mezclando 12,5ml de tampon
c, 10ml de glicerol, 5m 1 de 2-mercaptoetanol y Ig de SDS,completando hasta
100ml con agua destilada.
3.4.4.2 PREPARACION DEL GEL
Se utiliza gel de poliacrilamida en gradiente de 10 a 5 %.
Los geles se preparan realizando las siguientes mezclas:
10% - 5%
16,6 ml de agua destilada 23 ml de agua destilada
10 ml de tampon b 10 ml de tampon b
13,4 ml de soluciôn a 6,7 ml de soluciôn a
Para favorecer la gelificaciôn, se anaden como catalizadores 
0,16 ml de persulfato amônico 10% (p/v) y 20 jul de Temed (Bio-Rad).
A continuaciôn se conecta un mezclador de gradiente a los recipien 
tes de ambos geles, de tal forma que el primer gel que se deposita en la
plaça sea la mezcla realizada al 10%.
La ubicaciôn del gel, se realiza entre dos vidrios separados
por espaciadores de teflôn y sellados con agar, excepto por la parte superior,
dejandose en reposo hasta que haya gelificado.
Para evitar la formaciôn de irregularidades en la superficie
del gel, se deposita sobre esta una capa de butanol, la cual se retira
posteriormente y se lava con agua destilada y tampôn c.
Seguidamente , se deposita una mezcla de la siguiente composiciôn:
13 ml de agua destilada , 5 ml de tampôn c , 4 ml de soluciôn a , 0,12
ml de persulfato amônico 10%(p/v) , 10 ul de Temed.
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Esta mezcla, al gelificar, da lugar al gel de concentraciôn. 
Sobre la superficie del gel, se coloca cuidadosamente, un peine 
de teflôn, con el fin de formar los pocillos, donde seran depositadas las
muestras.
3.4.4.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y MARCADORES
Las muestras se resuspenden en 0,1 ml de tampôn e,al que se 
anaden 20ul de azul de broraofenol al 0,2% (p/v) por mililitro. Se hierven 
durante 5 minutos, se centrifugan y los sobrenadantes se aplican en los 
pocillos practicados en la parte superior del gel de concentraciôn.
Del mismo modo, se preparan los marcadores: Seroalbûmina bovina
(68.000 D), cadena pesada de IgG (50.000 D), Ovoalburaina (45.000 D) y cadena 
ligera de IgG (23.000 D).
3.4.4.4 DESARROLLO DE LA ELECTROFORESIS
La electroforesis se desarrolla a 40V, hasta que las muestras 
se concentran en la superficie del gel de separaciôn. A continuaciôn se
increments el voltaje a 120V.
3.4.4.5 TINCION Y FIJACION
Cuando el frente llega a 0,5-1 cm del borde del gel, la electrofo_ 
resis finaliza y se procédé a la tinciôn durante una noche con una soluciôn 
de la siguiente composiciôn; 150 ml de metanol , 375 ml de agua destilada,
60 g de âcido tricloroâcetico , 18 g de âcido sulfosalicilico , 0,5 g de
azul Cromasie.
Posteriormente, se destihen con una soluciôn que contiene: 
520 ml de agua destilada , 473 ml de metanol , 57 ml de âcido acético.
Por ultimo se seca el gel en un secador de geles (Belenguer). 
Para la identificaciôn de las bandas, se tiene como referenda 
de Pm, la posiciôn de los marcadores.
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3.5 CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES IN VITRO
Todo el material utilizado en el cultivo de células mononucleares, 
debe ser esteril, realizandose la preparaciôn de las células en una campana 
de flujo laminar (Tiestar), utilizando material de plastico y vidrio esteril, 
ademas de filtros (Millipore) para filtrar soluciones no esteriles preparadas 
en el laboratorio.
3.5.1 OBTENCION PE LIFOCITOS HUMANOS
En condiciones esteriles, se extraen de 25 a 50 ml de sangre 
venosa, de los que 5 ml se coagulan para la obtenciôn de suero y los 20 
o 45 ml restantes se heparinizan con 20 UI de heparina (libre de conservantes) 
por mililitro.
La sangre se diluye al medio en soluciôn salina. En una serie 
de tubos estériles (Sterilin), se introducen 3 ml de Lymphoprep (Nyegaard 
and Co-As Oslo,1,077 g/ml), anadidndose por deslizamiento a lo largo de 
la pared del tubo, 5 ml de la sangre diluida. A continuaciôn se centrifuge 
a TA durante 20 minutos a 400xg (142).
Las células mononucleares, se recogen de la interfase y se 
lavan dos veces con soluciôn equlibrada de Hank, centrifugandose 10 minutos 
a 400xg la primera vez y a 200xg, la segunda. Finalmente, se resuspenden 
en medio de cultivo RPMI 1640 (Flow) enriquecido y se procédé a la identifica_ 
cion morfolôgica y recuento de los linfocitos en un hemocitômetro (Neubauer 
Preciss), mediante microscopia ôptica (Nikon AFM). El numéro total de células 
obtenido, viene dado por el siguiente cociente;
 nS de células en 16 cuadros x vol^en de la suspension celular__
capacidad de la câmara (10 )
Seguidamente, se centrifuga la suspensiôn durante 10 minutos 
a 200xg y se llevan las células a una concentraciôn de 10x10^ células/ml 
de medio de cultivo enriquecido.
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3.5.2 VIABILIDAD CELULAR
Se calcula por la prueba de exclusion de Azul Tripân. Tal como 
se ha descrito la tecnica de aislamiento de linfocitos de sangre periferica, 
siempre fué superior al 98%.
La prueba se realiza mezclando a partes iguales un volumen 
de una solucion de azul tripan previamente preparada con otro de la suspension 
celular. Se incuba durante 1 minuto a TA y se cuenta el numéro de células 
tehidas (Células muertas) y no tenidas, antes de que transcurran 5 minutos 
desde el inicio de la tinciôn.
El numéro de células viables se calcula mediante la siguiente
operaciôn:
n2 de células no tenidas
% de viabilidad=-------------------------- x 100
n9 de células totales
3.5.3 PREPARACION DE HEMATIES DE CARNERO
En condiciones estériles, se extraen 5 ml de una suspensiôn 
de sangre de carnero en soluciôn de Alsever y se centrifuga durante 5 minutos 
a 1.400xg, con el fin de separar los hematies del plasma. Las células se 
lavan très veces con soluciôn salina fisiolôgica pH7,2 y se llevan a una 
concentraciôn del 2% (p/v) en el mismo medio. Posteriormente, se incuban
durante 25 minutos a 37°C con 15 Ul/ml de Neuraminidasa (Behring-Institut), 
con el fin de sensibilizar por desializaciôn la membrana de los hematies. 
Seguidamente, se centrifugan 5 minutos a 1.400xg y se lavan de nuevo très 
veces con soluciôn salina fisiolôgica, resuspendiéndose a una concentraciôn 
final de un 2% en el mismo medio (143).
3.5.4 PREPARACION DE SUERO DE TERNERA FETAL ADSORBIDQ
Para evitar las interacciones inespecificas entre la membrana 
del eritrocito de carnero y el suero de ternera fetal (Flow), se mezcla
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el suero y una suspension de hematies lavados y sin diluir a razon de 4/1. 
Se incuban 2 horas a 4°C con agitacion esporadica y a continuaciôn se centri_
fugan durante 5 minutos a l.SOOxg para recoger el sobrenadante (suero de
ternera fetal adsorbido).
3.5.5 FOBMACION PE ROSETAS ESPONTANEAS
En tubos esteriles (Sterilin) de 10 ml se mezclan:
- 1,50 ml de hematies de carnero al 2%, lavados y tratados 
con Neuraminidasa.
- 0,75 ml de suero de ternera fetal adsorbido .
- 0,75 ml de células mononucleares a una concentraciôn de 10x10^
células/ml.
Se centrifugan 6 minutos a lOOxg y se incuban durante 1 hora 
a TA. FIGURAS III y IV.
3.5.6 AISLAMIENTO DE LINFOCITOS T Y POBLACIONES NO T
Las células formadoras de rosetas espontâneas ( rosetas E ) 
o células T, se separan de las no formadoras de rosetas E, por el procedimien_ 
to siguiente: Sobre 3 ml de Lymphoprep, se deposita cuidadosamente la suspen_ 
siôn de rosetas y se centrifuga durante 20 minutos a 400xg. De la interfase, 
se recoge una poblaciôn rica en células B. Del botôn de hematies formado 
en el fondo, se obtienen los linfocitos T previo tratamiento con soluciôn 
de lisis para eliminar los eritrocitos. Ambas poblaciones, se lavan por 
separado dos veces con soluciôn de Hank, primero 10 minutos a 400xg y después 
a 200xg. A continuaciôn, se resuspenden en medio de cultivo enriquecido 
y se comprueba la viabilidad por la prueba de exclusiôn de azul tripân. 
Segun esta técnica, la viabilidad celular siempre es mayor del 95%.
La riqueza de estas poblaciones T y no T, se détermina por 
rosetas espontâneas e inmunoglobulina de superficie respectivamente.
74
F#II' G m R  A l III ROSETAS ESPONTANEAS : Marcador de linfocitos T 
Objetivo 40 x 10
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F I G U R A tIV ROSETAS ESPONTANEAS : Marcador de linfocitos T
Objetivo 25 x 10
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3.5.7 INMUNOGLOBULINA DE SUPERFICIE
Las intnunoglobulinas de superficie son los marcadores especificos 
de las células B (144) FIGURA V.
0,1 ml de la suspension de linfocitos a la concentration de 
10x10^ células/ml, se incuban durante 30 minutos a 4°C con antisuero anti-in_ 
munoglobulinas humanas a una dilution final 1/10, marcado con fluoresceîna 
(Behring Institut). Posteriormente se lava dos veces a 400xg, 10 minutos,
con solucion de Hank conteniendo 0,5%(p/v) de azida sodica. Se élimina 
el ultimo sobrenadante muy cuidadosamente y se anade una gota de glicerina 
30% (v/v). Se deposita la muestra sobre un porta-objetos, para realizar
el contaje celular en un microscopic de fluorescencia (Zeiss).
El porcentaje de células que portan imnunoglobulinas en su 
superficie, se expresa:
■ n2 de células fluorescentes
Ig = — -------------------------------   100
n2 total de células
3.5.8 RENDIMIENTO DE LA TECNICA
Alicuotas de ambas suspensiones celulares, T y no T, se someten 
a las técnicas de formation de rosetas espontâneas e inmunoglobulina de 
superficie.
Sobre un porta tenido con azul de toluidina, se deposita una 
gota de suspension de rosètas y se mezcla cuidadosamente con una pipeta 
Pasteur, hasta que adquiere color azulado. la preparation se lleva a una 
câmara Neubauer y se cuenta el numéro de rosetas con respecte al de linfocitos 
totales. Solo se consideran rosetas positivas, aquellos linfocitos rodeados 
al menos de très hematies.
El porcentaje de rosetas en el caso de la suspension de células 
T, es mayor del 95% y en el caso de la suspensiôn enriquecida en células
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F I G U R A V INMUNOGLOBULINA DE SUPERFICIE ;Marcador de linfocitos B
r
c
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B, menor del 27». El numéro de células portadoras de inmunoglobulinas de 
superficie, en esta ultima suspension esta comprendido entre el 60-807», 
siendo menor del 2% en el caso de las células formadoras de rosetas.
3.5.9 PREPARACION Y DESARROLLO DE LOS CULTIVOS
Se preparan distintas concentraciones de las suspensiones de 
células mononucleares obtenidas de sangre periférica; T o TyB simultâneamente. 
cada preparaciôn se reparte en alicuotas de 1,2 ml, a cada una de las cuales 
se les anade en unos casos, suero autôlogo o suero de mujeres embarazadas 
y en otros suero autôlogo y distintas concentraciones de las muestras contro_ 
les o problema a estudiar.
Los cultivos se hacen por triplicado, depositando volumenes 
de 0,25 ml en los pocillos de microplacas de cultivo (Sterilin).
Los mitôgenos utilizados para la estimulaciôn blastica fueron: 
Fitohemaglutinina, PHA,(Gibco) a una dosis de 8pl/ml para los cultivos 
de células T y PHA o Pokeweed ,PWM, (Gibco) a 10 ul/ml, para los cultivos 
simultâneos de las mezclas de células T y suspensiones enriquecidas en 
células B. Todo ello frente a respectives contrôles sin mitôgeno. Los cultivos 
mixtos heterôlogos se realizan en ausencia de lectina.
Una vez preparadas las plaças, se incuban durante 96 horas 
en una caraara de cultivo (Forma Scientific) a 37°C con atmôsfera saturada 
de humedad y 57» de CO^.
Dieciocho horas antes de finalizar el cultivo, se anade 1,6 
uCi/ml de timidina tritiada (Amersham).
3.5.9.1 CULTIVOS DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS EN PRESENCIA DE SUERO 
DE GESTANTES
Se preparan distintas concentraciones de ambas suspensiones 
de células mononucleares obtenidas de sangre periférica.
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Cada preparaciôn de linfocitos, se reparte en alicuotas de
1.2 ml, a cada una de las cuales se les anade 0,30 ml de suero, bien suero
autôlogo que se tomarâ como control o sueros de mujeres embarazadas. Ambas
preparaciones, se cultivan separadamente.
Por otro lado, se preparan mezclas del mismo volumen, de linfoci_ 
tos T y B a distintas razones, suplementadas con 20% de suero en las mismas 
condiciones anteriores.
3.5.9.2 CULTIVO DE LINFOCITOS T EN PRESENCIA DE AFP PURIFICADA
El suero de mujeres embarazadas, es reemplazado por AFP purificada 
en un amplio intervalo de concentraciôn, desde 0,025 hasta 8.520 ng/ml 
de cultivo en volumenes variables, segun la concentraciôn de la muestra. 
Los cultivos contrôles, se realizan ahadiendo a la suspensiôn celular,
volumenes de soluciôn salina fisiolôgica, idénticos a los ahadidos de 
AFP, en los cultivos problema.
Los cultivos son suplementados con 2,5% (v/v) de suero autôlogo
y la concentraciôn celular es 6x10^ células/ml.
3.5.9.3 CULTIVO DE LINFOCITOS T EN PRESENCIA DE SUEROS DE MUJERES GESTANTES 
DESPROVISTOS DE AFP (SE-AFP)
La preparaciôn y desarrollo del cultivo, se realiza de la forma 
anteriormente descrita (3.5.9). En este caso, la muestra problema es un
suero de mujer gravida desprovisto de AFP, mediante inmunoadsorbente, como
se detalla en apartados anteriores.
La dosis empleada es 20% (v/v) y la concentraciôn celular,6x10^ 
células/ml. Los resultados obtenidos son sometidos a estudio comparativo 
con très tipos de contrôles realizados en presencia de;
- 20% (v/v) de suero autôlogo.
- 20% (v/v) de una mezcla de suero humano normal (SHN), pasado
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por el mismo inmunoadsorbente.
- 20% (v/v) del suero de mujer embarazada utilizado, completo.
3.5.9.4 CULTIVO PE LINFOCITOS T EN PRESENCIA PE LAS FRACCIONES 19S, 7S
Y 4S DE SUERO DE MUJERES GESTANTES DESPROVISTO DE AFP
Primeramente, se hicieron una serie de experimentos, ahadiendo
a una concentration fija de células T (6x10^ células/ml), una amplia variedad
de concentraciones de las distintas fracciones obtenidas por filtration 
a través de Sephadex G-200, manteniendo constante el volumen final del
cultivo. Las dosis empleadas, fueron desde 3 mg/ml hasta 15 jug/ml de cultivo. 
Posteriormente, dados los resultados, se utilizaron dosis expérimentales
de 240, 120, 60 y 30 ug/ml de cultivo. Cada uno de los ensayos, se calibra 
con dos contrôles, realizados en presencia de:
- Albumina humana (Sigma) en concentraciones idénticas a las
distintas fracciones probadas.
- Solucion salina pH7,2 , que es el diluyente utilizado en
cada una de las fracciones.
Simultâneamente, se realizan ensayos en paralelo con las fraccio_ 
nés 4S, 7S y 19S obtenidas por filtration de sueros humanos normales, a
través de Sephadex G-200.
Todos los cultivos son suplementados con 0,5% (v/v) de suero
autôlogo.
3.5.9.5 CULTIVO MIXTO HETEROLOGO INCUBADO CON FRACCION 4S DE SUERO DE GESTANTE 
DESPROVISTO DE AFP
Se procédé a aislar los linfocitos T y B ,  pertenecientes a
dos sujetos, segun la técnica de rosetas espontâneas. Las poblaciones linfoci_ 
tarias, se ajustan a 1x10^ células/ml. Posteriormente se mezclan volumenes
iguales de las cuatro preparaciones de linfocitos, de forma que las células
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T de un sujeto, se cultivan con las células B de otro donante. La incubation 
se realiza en presencia de distintas concentraciones de la fraccion 4S 
de suero de mujeres embarazadas sin AFP.
Los cultivos son suplementados con 0,5% (v/v) de un pool de 
suero humano normal.
3.5.9.6 CULTIVO DE CELULAS T EN PRESENCIA DE AFP PURIFICADA Y FRACCION 
4S DE SUERO DE GESTANTES DESPROVISTO DE AFP
Los cultivos se realizan ahadiendo simultâneamente AFP purificada 
y fraccion 4S de suero de mujer grâvida sin AFP, sobre la suspension de
células T a 6x10^ células/ml de cultivo, manteniendo constante el volumen 
final de cada ensayo. Se emplean concentraciones fisiolôgicas de AFP, alcanza_ 
das normalmente durante el embarazo: 40, 20, 6 10 ng/ml de cultivo y 30
ug/ml de cultivo, de la fracciôn 4S de sueros de mujeres embarazadas sin 
AFP.
Las condiciones contrôles, para valorar los resultados son:
- 30 ug/ml de albumina humana (AH).
- 30 ug/ml de la fracciôn 4S de suero humano normal (SHN).
- 30 ug/ml de la fracciôn 4S de SHN +40, 20 ô lOng/ral de AH.
- 30ug/ml de la fracciôn 4S de SHN +40, 20 ô lOng/ml de AFP.
- 30 ug/ml de la fracciôn 4S de suero de gestante sin AFP +
40, 20 ô 10 ng/ml de AH.
Todos los cultivos, son suplementados con 0,5% (v/v) de suero
autôlogo.
3.5.10 RECOGIDA DE LOS CULTIVOS
Se realiza dieciocho horas después de la pulsaciôn de timidina 
tritiada (^H Timidina).
Para ello se utiliza papel* de filtro (Titertek Flow), colocado
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en un recolector de células (Titertek), conectado a una bomba de vacio. 
El aparato recoge y lava con soluciôn salina pH7,2 la suspensiôn celular 
incubada en cada uno de los pocillos de la microplaca de cultivo. Se retiran 
los filtros y se introducen en viales de contaje (Comercial Anger) dejandolos 
secar durante 1 hora a TA, transcurrido este tiempo, se incuban durante 
25 minutos con 0,5 ml de NOS (Amersham Searle), posteriormente se anaden
2,5 ml de liquido de centelleo. Se agitan y se mide la radioactividad incorpo_ 
rada en un contador beta (Mark IV) durante 1 minuto.
Los resultados de los cultivos de linfocitos T y de los cocultivos 
T:B, se expresan como la media de las cuentas por minuto (cpm) obtenidas 
en los triplicados y el indice de estimulaciôn, se calcula dividiendo cada 
una de las médias de los triplicados estimulados con mitôgeno, por las 
médias de los triplicados de sus respectives contrôles (sin mitôgeno).
Los datos résultantes de los cultivos mixtos heterôlogos, se 
expresan siraplemente por la media de las cpm obtenidas y la desviaciôn 
estandar.
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3.6 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD
Se obtienen linfocitos de sangre periférica y se procédé al 
roseteo para obtener las células T, las cuales se llevan a la concentraciôn 
de 10x10^ células/lOOul de medio de cultivo con 10% de suero de ternera 
fetal. Se incuban con agitaciôn esporadica durante 1 hora a 37°C con lOOjjl 
de ^^Cr (lyCi/ml) (Amersham) por cada lOOul de la suspensiôn celular (145), 
Finalizada la incubaciôn, se lavan très veces con medio de cultivo enriquecido 
midiendo la redioactividad de cada sobrenadante. A continuaciôn, se cuentan 
los linfocitos y se incuban a una concentraciôn de 6x10^ células/ml con 
PHA, en pocillos de microplacas de cultivo, en presencia de las muestras
problema y control respectivamente a las condiciones ya descritas (la PHA 
es ahadida solo con el fin de que la célula esté en las mismas condiciones 
que las del cultivo).
De cada preparaciôn, se destinan dos pocillos para medir la
liberaciôn maxima y otros dos para medir las liberaciones experimental 
o espontânea respectivamente. La liberaciôn espontanea, es la producida 
por los linfocitos incubados en presencia de la muestra control. La liberaciôn 
experimental, es la résultante de la incubaciôn con la muestra problema. 
Por ultimo, la liberaciôn maxima, indica la radioactividad incorporada 
en cada caso.
Se anaden 50 ul de HCl 0,1 M en los pocillos destinados para 
medir la liberaciôn maxima y 50 jul de soluciôn salina fisiolôgica en los
que se va a cuantificar las liberaciones experimental y espontanea.
Se realizô una cinética de incubaciôn durante 24, 48, 72 y
96 horas, transcurrido el tiempo, se centrifuga la microplaca de cultivo 
a 800xg durante 5 minutos, se toman 100 ul de cada sobrenadante y se mide 
la radioactividad en un contador gamma (LKB).
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La citotôxicidad se valora segun la siguiente formula:
liberaciôn experimental - liberaciôn espontânea
% de lisis = --------------------------------------------------- x 100
liberaciôn mâxima - liberaciôn espontânea
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ESTUDIO CINETICO DE SUBPOBLACIONES DE CELULAS T MEDIANTE ANTICUERPOS
ONOCLONALES
La cuantificaciôn se realiza segun el método de Reinherz (16).
Se aislan linfocitos de sangre periférica por el procedimiento 
descrito anteriormente, se cultivan en plaças Pétri (Sterilin 30x30 mm) 
a una concentraciôn de 3x10^ células/ml en presencia de las muestras control 
y problema. Se realizan incubaciones durante 24, 48, 72 y 96 horas de cultivo, 
en estufa a 37°C, 5% de CO^ y atmôsfera saturada de humedad. Transcurrido
cada période, se recoge el contenido de las plaças y se lava dos veces 
con medio de cultivo enriquecido. Posteriormente se cuentan los linfocitos 
en cada preparaciôn y se llevan a una concentraciôn de 10x10^ células/ml 
de medio de cultivo enriquecido.
Alicuotas de 100 ul, se incuban durante 30 minutos, a 4°C con 
5 ul de antisueros que contienen anticuerpos monoclonales comerciales (Ortho 
Jonhson), obtenidos de raton: anti-marcadores especificos de linfocitos
T humanos; T totales (OKT 3), T cooperadores (OKT 4) y linfocitos citotôxicos/ 
supresores (OKT 8) respectivamente.
A continuaciôn, se lavan dos veces (200xg, 7 minutos), con
2 ml de soluciôn salina fria pH7,2. Se extrae todo el sobrenadante y se 
incuba de nuevo durante 30 minutos a 4°C con 100 ul de antisuero fluoresceina_ 
do (Cappel) que contiene anticuerpo anti-IgG de ratôn producido en cabra. 
Finalmente, se élimina el exceso de fluoresceina mediante dos lavados con 
soluciôn salina pH7,2. Se extrae todo el sobrenadante y se preparan las 
células para contar en un microscopic de fluorescencia (Zeiss),con una 
gota de glicerina al 30% (v/v) en soluciôn salina pH7,2.
La especificidad de la tinciôn, se détermina incubando el antisue_ 
ro fluoresceinado con células no tratadas con los anticuerpos monoclonales. 
El grado de inespecificidad fué menor del 2%
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4-RESULTADOS
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4.1 EFECTO DEL SUERO DE GESTANTES EN CULTIVOS DE LINFOCITOS
4.1.1 RESPUESTA PE LINFOCITOS T ESTIMULADOS CON PHA EN PRESENCIA PE SUEROS 
DE MUJERES EMBARAZADAS
Con el fin de determinar una concentraciôn celular de trabajo,
se probaron distintos niveles celulares: 10^, 10^, 10^ y 10^ célulasT/ml.
Los cultivos se estimularon con PHA y se incubaron en presencia de sueros 
de mujeres embarazadas o suero autôlogo utilizado como control. Los datos
se representan en una grafica (FIGURA VI), anotando en abcisas la cdncentra_ 
ciôn celular y en ordenadas, la incorporaciôn de timidina tritiada (cpm 
±c). Observândose que el nivel celular idôneo a partir del cual se obtiene 
una respuesta adecuada es 10^ células/ml de cultivo, eligiéndose para toda
la experimentaciôn ulterior, el intervalo comprendido entre 10^ y 10^ 
células/ml.
En la TABLA 7, se muestra un experimento tipico realizado con 
linfocitos T a distintas concentraciones celulares en un volumen final 
de 1,5 ml de medio de cultivo enriquecido en presencia de 0,30 ml (207»(v/v)) 
de suero de gestante o suero autôlogo respectivamente. La incorporaciôn
de timidina tritiada, desciende a medida que disminuye el nivel celular 
y los indices de estimulaciôn no son proporcionales a la concentraciôn
linfocitaria présente en el cultivo. La razdn de los indices de estimulaciôn 
obtenidos tras la incubaciôn con suero de gestantes (SE) y suero autôlogo
(SA), es menor que la unidad en todos los casos, lo que indica que el suero
de embarazada, inhibe la respuesta de linfocitos T estimulados con PHA.
La TABLA 8, resume 110 experimentos, realizados con linfocitos 
T a distintas concentraciones celulares,en presencia de distintos sueros
de mujeres gestantes. Los datos detallan las médias de los indices de estimu_ 
laciôn obtenidos en cada caso, los cuales estân claramente disminuidos
88
con respecte a les contrôles ( suero autologo ) y son independientes del nivel 
celular.
Los linfocitos de un mismo donante, se comportan de manera
anâloga, en presencia de distintos sueros de mujeres embarazadas .TABLA 
9 .
Sin embargo, la respuesta linfocitarla a un mismo suero de 
mujer gestante, es muy variable de unos sujetos a otros. La TABLA 10, recoge 
les datos obtenidos de los cultives de células T, procédantes de cuatro
donantes en presencia de un suero de embarazada.
Con el fin de descartar alguna propiedad inherence del linfocito 
de mujeres embarazadas, que permitiera un comportamiento "in vitro" distinto 
del linfocito de sujetos normales, se realizaron once cultivos de células
T de mujeres gestantes incubados con suero humano normal (SHN), procédante 
de una mezcla de sueros de sujetos sanos, y suero de gestante respectivamente, 
sometidos a las mismas condiciones que los linfocitos T de sujetos normales. 
Observandose que no hay diferencias estadisticaraente significativas entre 
las médias de los indices de estimulacion de ambos linfocitos TABLA 11.
4.1.2 EFECTO DE LA PRESENCIA DE CELULAS B EN CULTIVOS DE CELULAS T, ESTIMULA- 
DOS CON PHA G PWM E INCUBADOS CON SUEROS DE MUJERES GESTANTES
Se realizaron cocultivos X:B, manteniendo constante la concentra_ 
cion de células T (2x10^ células/ml) y aumentando progresivamente el nivel 
de células B (0-2x10^ células/ml). Los cultivos se estimularon con PHA 
o PWM.
En la TABLA 12, se objetiva, que no existe ninguna diferencia 
estadisticamente significativa, en los cultivos de células T y B estimulados 
con PHA. Es decir las células B, no tienen efecto demostrable en la inhibiciôn 
observada, cuando las células T se cultivan aisladamente.
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For otro lado, cuando los cultivos se estimulan con PWM, TABLA 
13, tarabién se obtiene inhibiciôn con respecte a los contrôles, en todos 
los casos y las diferencias de los indices de estimulacion, a medida que 
aumenta la concentracion de células B en el cultivo, no son significatives.
En la FIGURA VII, se ha representado, mediante un diagrama 
de barras, uno de los ensayos realizados. En ordenadas, se sehala la incorpo_ 
raciôn de timidina tritiada (cpm+f) y en abcisas la razôn T/B en células/ml. 
El cultivo se estimulô con PHA y la concentracion celular final, se mantuvo 
a 2x10^ células/ml. La presencia de distintas concentraciones de células 
B en cultivos de células T, no altera la acciôn inhibidora del suero de 
mujeres gestantes, sobre estos ûltimos.
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FIGURA VI
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T A B L A  8 EFECTO DEL SUERO DE GESTANTE SOBRE LINFOCITOS T ESTIMULA-
DOS CON PHA
CONCENTRACION DE | SUERO |N2 DE EXPE- 1 INDICE DE ESTI- | P iSE/iSA 1
CELULAS T(cél/ml) | IRIMENTOS Im u l a c i o n (i) x±d 1
1x10^ 1 
1x10 1
SA
SE
1 9 
1 9
1 18 
1 12
20+ 6 
50+ 5
60 1 
47 1 <0,05 0,68
2x10^ 1 SA 1 15 |192 21+154 53 1 <0,05
2x10 1 SE 1 15 1 44 53+ 34 65 1 0,23
3xlOe 1 SA 1 12 |194 93±145 90 1 <0,05
3x10 1 SE 1 12 1 94 31±107 00 1 0,48
4x10^ 1 
4x10 1
SA
SE
1 10 
1 10
|299 
1 11
53+214 
83+ 85
87 1 
97 1
<0,05
0,03
5x10^ 1 
5x10^ 1
SA
SE
1 7 
1 7
|508 
1 64
53+558 
10+ 62
55 1 
17 1 <0,01 0,12
6x10^ 1 
6x10^ 1
SA
SE
1 26 
1 26
|350
|157
57+255
55+131
35 1 
84 1 <0,05 • 0,44
7x10^ 1 
7x10 1
SA
SE
1 6 
1 6
1286 
1 85
47+113 
21+ 31
01 1 
27 1 <0,02 0,29
8x10^ 1 SA 1 6 |380 66+200 82 1 <0,01
8x10 1 SE 1 6 1 76 18+ 23 30 1 0,20
9x10^ 1
C
SA 1 5 |302 51+102 51 1 <0,05 1
9x10 1 SE 1 5 |160 92+168 75 1 0,53 1
10x10^ 1 
10x10 1
SA
SE
1 9 
1 9
|416
1248
84+296
14+80,
41 1 
72 1
<0,01 0,59
13x10^ 1 
13x10 1
SA
SE
1 5 
1 5
1449 
1153
43+172 
78+ 93
00 1 
97 1
<0,05 0,34
Total=110
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4.2 ALFA-FETOPROTEINA
Con el fin de detertninar si la AFP per si raisma, ejerce un efecto 
inmunosupresor durante el embarazo o si necesita de otras proteinas contenidas 
en el suero para desarrollar un mecanismo supresivo, se procedio a su obten_ 
cion y posteriormente al estudio de su funcion biologica sobre linfocitos 
T.
4.2.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION PE AFP
La FIGURA VIII, es la representacion grâfica de una cromatografia 
de afinidad en Sepharosa Con A, utilizando cotno eluyente tampon acetato 
0,1 M pH6. En el primer pico, eluyen la albümina y otras proteinas del 
suero fetal con bajo contenido en carbohidratos. El segundo pico corresponde 
a las proteinas que eluyen con solucion de alfa-metil glucosido en tampon 
acetato 0,1 M pH6, entre las cuales se localize la AFP, detectada por inmuno_ 
difusion doble bidimensional frente a suero anti-AFP Humana de conejo FIGURA 
IX.
El grado de pureza de las muestras obtenidas, se analizô mediante 
inmunodifusiôn doble bidimensional frente a suero anti-humano de conejo 
FIGURA X y por inmunoelectroforesis, en donde se observa otra banda de 
precipitaciôn, correspondiente a una alfa-globulina contaminante (revelada 
con suero anti-humano de conejo) FIGURA XI.
Las proteinas contaminantes se eliminaron mediante dos inmunoad_ 
sorbentes consécutives: Sepharosa 4B activada con CNBr acoplada con suero
de conejo anti-humano y con anti-alfa globulinas humanas, respectivamente. 
Posteriormente, se determine su grado de pureza de nuevo, por inmunodifusion 
doble bidimensional frente a suero anti-humano de conejo FIGURA XII.
Una vez que las muestras fueron puras, por los criterios de 
pureza descritos anteriormente, se determine su contenido en AFP por la
100
técnica de Radioinmunoensayo (RIA). En la TABLA 14, se representan los 
valores de una de las curvas estandar de un RIA realizado utilizando AFP 
comercial, de concentracion conocida (320 ng/ml). Su representacion grâfica, 
se muestra en la FIGURA XIII.
Algunas muestras, fueron cuantificadas por RIA competitive
utilizando un método comercial. Los valores de la curva estandar, se muestran
en la TABLA 15 y su representacion grâfica en la FIGURA XIV.
En la TABLA 16, se recogen las muestras de AFP pur if icadas
y cuantificadas.
4.2.2 EFECTO DE AFP PURIFICADA EN CULTIVOS DE LINFOCITOS T ESTIMULADOS
CON PHA
Cuando se cultivan linfocitos T a 6x10^ células/ml con 2,5%
(v/v) de suero autologo y concentraciones de AFP superiores a 712,94+188,49
ng/ml, el indice de estimulacion decrece con respecte a la estimulacion 
obtenida con suero autologo. A medida que aumenta la concentracion de AFP
en el cultivo, el indice de estimulacion tiende a disminuir TABLA 17, concen_ 
traciones de AFP inferiores a 712,94+188,49 ng/ml de cultivo, no ejercen 
efecto inhibitorio
Por otro lado, se procedio a cuantificar por radioinmunoensayo,
la concentracion de AFP de los distintos sueros de mujeres embarazadas
empleados en experimentos anteriores, con el fin de realizar un estudio
comparativo entre las modificaciones en los indices de estimulacion producidos 
por AFP purificada y las producidas por suero de gestantes a concentracLo 
nés équivalentes de AFP.
La TABLA 18, expone los valores de AFP determinados en los
sueros de mujeres grâvidas, ordenados segun los periodos gestacionales
a los cuales fueron extraidos.
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A continuacion se realize un estudio de la respuesta de linfocitos 
T con sueros de mujeres gestantes, segun el periodo gestacional y su contenido 
en AFP. En la TABLA 19, se observa que la maxima inhibition o el menor 
indice de estimulacion, se obtiene entre la 20 y 30 semanas de gestation 
(22 periodo). Sueros pertenecientes al 12 y 32 periodo, ejercen efectos 
inhibitorios comparables entre si, a pesar de que las concentraciones de 
AFP en ambos periodos son muy diferentes. Por otro lado, la divergencia 
en el indice de estimulacion de los dos ultimos periodos es estadisticamente 
significative, aunque la concentration de AFP es muy similar.
La TABLA 20, présenta las médias de los indices de estimulacion 
obtenidos en cultivos de linfocitos T estimulados con PHA, incubados en pre - 
sencia de sueros de mujeres embarazadas o AFP purificada.
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FIGURA VIII
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INMUNODIFUSION DOBLE BIDIMENSIONAL de las fracciones 
obtenidas de suero fetal,positivas en AFP,detectadas 
frente a suero anti-AFP
104
F I G U R A  X INMUNODIFUSION DOBLE BIDIMENSIONAL de las fracciones
de suero fetal frente a suero anti-humano
»
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F I G U R A XI INMUNOELE CTROFORE SIS
de suero fetal
Pocillo central: fracciones positivas en AFP obtenidas
Trinchera superior ;suero anti-humano 
Trinchera inferior:suero anti-AFP
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F Fi; G u R A INMUNODIFUSION DOBLE BIDIMENSIONAL de las muestras 
de AFP purificadas, detectadas frente a suero anti-AFP 
y suero anti-humano
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FIGURA XIII
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FIGURA XIV
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T A B L A  16 MUESTRAS DE ALFA-FETOPROTEINA PURIFICAPAS, OBTENIDAS 
DE SUERO FETAL
MUESTRA I CONCENTRACION ug/tnl
AFP-1
AFP-2
AFP-3
AFP-4
AFP-5
AFP-6
AFP-7
AFP-8
AFP-9
AFP-IO
AFP-11
AFP-12
AFP-13
AFP-14
AFP-15
AFP-16
AFP-17
AFP-18
AFP-19
AFP-20
AFP-21
AFP-22
AFP-23
AFP-24
AFP-25
AFP-26
AFP-27
AFP-28
AFP-29
77
52
59
75
7
77
37
5
6 
52
170
13 
23
3
211
32
52
3
14 
84
6
92
7
25
22
65
10
75
19
00
76
00
81
19
00
81
11
00
00
01
00
40
69
00
29
40
40
66
11
13
26
00
00
00
26
00
8,37
/... TABLA 16-continuacion
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MUESTRA CONCENTRACION ug/ml
AFP-30 1 47 60
AFP-31 1 2 65
AFP-32 1 94 62
AFP-33 1 39 84
AFP-34 1 161 85
AFP-35 1 3 73
AFP-36 1 4 46
AFP-37 1 4 81
AFP-38 1 32 00
AFP-39 1 14 00
AFP-40 1 2 90
AFP-41 1 20 00
AFP-42 1 2 91
AFP-43 1 36 00
AFP-44 1 6 53
AFP-45 1 4 16
AFP-46 1 5 81
AFP-47 1 17 70
AFP-48 1 10 31
AFP-49 1 24 00
AFP-50 1 21 00
AFP-51 1 7 50
AFP-52 1 16 00
AFP-53 1 14 40
AFP-54 1 19 40
AFP-55 1 9 06
AFP-56 1 2 91
AFP-57 1 8 90
AFP-58 1 16 60
AFP-59 I 8, 26
/... TABLA 16-continuacion
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MUESTRA
AFP-60
AFP-61
AFP-62
AFP-63
AFP-64
AFP-65
AFP-66
AFP-67
AFP-68
AFP-69
CONCENTRACION w%/ml
8,60
4,90
5,70
6,30
4,10
17,20
25.00
42.00 
8,85 
8,40
114
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T A B L A  18 NIVELES SERICOS DE AFP EN DISTINTAS SEMANAS DE GESTACION
DETERMINADOS POR RADIOINMUNOENSAYO
8-20 SEMANAS
SUEROS ISEMANAS |CONCENTRACION DE AFP (ng/ml)
127-129 1 8 1 12,50
127-115 1 10 1 9,20
127-121 1 10 1 20,00
127- 58 1 12 1 13,00
127-124 1 12 1 90,00
127- 46 1 13 1 8,00
127-131 1 13 1 91,75
127- 42 1 15 1 28,00
127-119 1 16 1 24,00
127-138 1 16 1 36,00
127-116 1 16 1 38,00
127-148 1 16 1 40,00
127-109 1 16 1 48,00
127-136 1 16 1 60,00
127- 29 1 17 1 25,00
127- 39 1 18 1 22,00
127- 20 1 19 1 55,00
127-150 1 20 1 18,80
127-126 1 20 1 28,00
n9 total de cases = 19 
media ±0"= 35,07+24,56
TABLA 18-continuacion
20-30 SEMANAS
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SUEROS 1SEMANAS 1CONCENTRACION DE AFP (ng/ml) |
127- 82 1 22 1 50,00 1
127-106 1 22 1 62,00 1
127-110 1 24 1 140,00 1
127-144 1 24 1 288,00 1
127-120 1 26 1 184,00 1
127-113 1 26 1 208,00 1
127-132 1 28 1 56,00 1
127- 62 1 28 1 60,00 1
127-102 1 28 1 108,00 1
127-147 1 28 1 204,00 1
127-105 1 30 1 120,00 1
n9 total de casos = 11 
media = 134,54+78,29
TABLA 18-continuacion
30-40 SEMANAS
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SUEROS 1SEMANAS 1CONCENTRACION DE AFP (ng/ml) |
127- 8 1 32 1 100,00 1
127-140 1 32 1 107,00 1
127-104 1 32 1 120,00 1
127-117 1 32 1 282,00 1
127- 19 1 32 1 124,00 1
127-134 1 33 1 117,00 1
127- 83 1 34 1 170,00 1
127-108 1 36 1 55,00 1
127- 12 1 37 1 80,00 1
127- 44 1 37 1 270,00 1
127-43 1 40 1 160,00 1
n9 total de casos = 11 
media + = 144,09+72,71
**************************************************************************
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EFECTO DEL SUERO DE GESTANTES DESPROVISTO DE AFP, SOBRE GULTIVOS
E LINFOCITOS T ESTIMULADOS CON PHA
4.3.1 SUERO PE MUJERES GESTANTES DESPROVISTO PE AFP
Dado que el suero complete de mujeres embarazadas, inhibe la 
respuesta proliferative de linfocitos T estimulados con PHA, se procedio
a eliminar selectivamente la Alfa-fetoproteina,que segun los dates présentes 
en la literatura, tiene capacidad inmunosupresora durante el embarazo. 
Para elle se llevd a cabo un estudio comparative del comportamiento de
linfocitos T cultivados en presencia de sueros de mujeres gestantes y en
presencia de los mismos sueros desprovistos selectivamente de AFP, mediante 
inmunoadsorbentes especificos. Como control, se utilizo suero humane normal 
sometido al mismo tratamiento. Ninguna diferencia significativa fue observada 
entre la respuesta obtenida con ambas muestras de suero TABLA 21.
4.3.2 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD
Se realize un estudio cinetico de citotoxicidad, mediante la 
liberation de ^^Cr en cultives de linfocitos T cultivados a 6x10^ células/ml 
en presencia del 20% de sueros de mujeres embarazadas y de los mismos sueros 
desprovistos de AFP, frente a contrôles con suero autologo.
En la TABLA 22, se recogen los dates obtenidos, los cuales
senalan que ninguna de las dos muestras son citotoxicas.
4.3.3 ESTUDIO DE SUBPOBLACIONES CELULARES
Posteriormente se llevo a cabo un estudio cinetico de subpoblacio_ 
nes celulares, determinadas per anticuerpos monoclonales especificos, en 
cultives de células T incubadas a 6x10^ células/ml, en presencia de ambas 
muestras de suero; complete y desprovisto de AFP, frente a células contrôles 
cultivadas con suero autologo,con el fin de determiner si el suero de embara_ 
zada, ejercia una action especifica sobre alguna subpoblacion determinada
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de linfocitos T. TABLA 23. Ninguna diferencia significativa, fué observada 
en la razon T4/T8, tomada a diferentes tiempos de incubation; 24, 48 y
72 horas, entre suero de mujeres embarazadas complete o sin AFP.
4.3.4 FILTRACION A TRAVES DE SEPHADEX G-200 SUPERFINO
El siguiente paso, fué fraccionar el suero de mujeres gestantes 
desprovisto de AFP, con objeto de probar el efecto de cada una de las fraccio_ 
nes obtenidas, en los cultives de linfocitos T, estimulados con PHA.
La FIGURA XV , muestra el perfil de elucion de una cromatografia 
en Sephadex G—200 superfino, equilibrado con solution salina pH7,2 ,de
1 ml de suero de gestante sin AFP. Los picos corresponden a las fracciones 
19S, 7S y 4S respectivamente.
Del mismo modo, se cromatografiaron muestras de sueros humanos, 
de sujetos sanos, obteniendose perfiles de elucion, como el que se muestra 
en la FIGURA XVI.
4.3.5 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
las fracciones 19S, 7S y 4S, precedences de sueros normales
y sueros de gestantes sin AFP, fueron sometidas a una electroforesis en 
gel de poliacrilamida en SDS. La FIGURA XVII, muestra las bandas résultantes, 
tras aplicar las muestras. No pudiendose objetivar ninguna diferencia en 
cuanto a las proteinas contenidas en cada una de las fracciones de suero
obtenidas por filtration a través de Sephadex G-200 superfino.
4.3.6 ESTUDIO DE LAS FRACCIONES 198, 78 Y 48 EN CULTIVOS DE CELULAS T ESTIMU-
LADAS CON PHA
Con el fin de limiter la experimentation, se realizaron una 
serie de ensayos previos en los cuales se observé que los linfocitos T, 
se comportan de manera anâloga en presencia de las fracciones 195 de sueros 
humanos normales y sueros de gestantes sin AFP.
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Sin embargo, en presencia de las fracciones 7S y 4S, se obtuvieron 
datos preliminares que raerecfan ser estudiados mas detenidamente. Se probaron 
distintas concentraciones proteicas y se decidio adoptar el intervalo compren_ 
dido entre 240 y 30 jjg/ml de cultivo. FIGURAS XVIII y XIX.
En la TABLA 24, se resumen los datos obtenidos de los cultivos 
de células T, estimulados con PHA, a una concentration de 6x10^ células/ml
en presencia de las fracciones 7S de suero humano normal (7S-SHN) y 7S 
de suero de gestantes sin AFP (7S SE-AFP).
Los resultados se expresan como la media de los indices de
estimulaciôn obtenidos en cada caso y el cociente entre los indices de 
estimulaciôn résultantes,de la incubation de los linfocitos T con las fraccio_ 
nes 7S de suero de mujeres gravidas sin AFP y 7S de suero humano normal
(i7S Se-AFP/i7S SHN )
La estimulaciôn linfocitaria en presencia de la fraction 7S
de sueros de mujeres gestantes desprovistos de AFP, es muy variable de 
unos cultivos a otros y no existen diferencias estadisticamente significativas 
entre las médias de los indices de estimulaciôn obtenidos.
Un estudio similar, se realize con la fraction 4S de sueros 
de gestantes sin AFP y sueros humanos normales. TABLA 25 . La respuesta
de linfocitos T cultivados en presencia de la fraction 4S de sueros de 
mujeres embarazadas desprovistos de AFP, esta claramente disminuida con 
respecte a los contrôles. Es decir dicha fraction tiene un évidente efecto 
inhibitôrio de la proliferation de linfocitos T.
El indice de estimulaciôn de células T en presencia de la fraction 
4S, varia inversamente a la concentration protéica présente en el cultivo. 
A concentraciones superiores a 30 ug/ml de cultivo, las diferencias en 
la estimulaciôn linfocitaria, son estadisticamente muy significatives con
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respecto a las obtenidas en presencia de la fraction 4S de sueros humanos
normales.
En la TABLA 26, se muestra uno de los ensayos realizados con
linfocitos T a 6x10^ células/ml, pertenecientes a un mismo donante, estimula_ 
dos con PHA, en presencia de la fraction 4S obtenida de un suero de gestante 
desprovisto de AFP. las concentraciones protéicas utilizadas, se senalan 
en la columna de la izquierda. El indice de estimulaciôn de los linfocitos 
incubados con la fracciôn 4S de suero de embarazada, varia inversamente 
a la concentration protéica. A 30 jug/ml de cultivo, la inhibition de la 
respuesta proliférâtiva desaparece.
El grado de estimulaciôn, es muy variable cuando la concentration
protéica de la fracciôn 4S anadida al cultivo es 30 ug/ml TABLA 27.
Sin embargo, la inhibiciôn de la proliferaciôn linfocitaria
producida por 240 pg/ml de la fracciôn 4S, se mantiene casi constante a
le largo de los cultivos realizados, con linfocitos procédantes de distintos
donantes TABLA 28.
4.3.7 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD DE LA FRACCION 4S
La implacable inhibiciôn efectuada por la fracciôn 45 de sueros 
de mujeres gestantes, no es debida a que se trate de una sustancia citotôxica 
TABLA 29.
4.3.8 EFECTO DE LA FRACCION 4S EN CULTIVOS MIXTOS HETEROLOGOS
En la TABLA 30, se muestran los resultados obtenidos de la 
incubaciôn de células T y B procédantes de dos sujetos diferentes a 1x10^
células/ml , respectivamente, en presencia de la fracciôn 48 de suero de 
mujeres embarazadas desprovisto de AFP y suplementados con 0,5%(v/v) de 
una mezcla de suero humano normal. Los datos se representan mediante la 
incorporation de timidina tritiada en cpm+ Q" y por el cociente de los in_
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dices de estimulaciôn de la fraction 4S de suero de gestantes sin AFP y
de la la fraction 4S de suero humano normal (i4S SE-AFP/i SHN). Sehalando
que la fraction 4S, ejerce también action inhibidora sobre cultivos mixtos 
heterologos y la inhibition varia inversamente a la concentration protéica 
présente en el cultivo. Le cual implica que su mecanismo de action no es
por union o interferencia con el mitogeno.
4.3.9 ESTUDIO DE SUBPOBLACIONES CELULARES EN CULTIVOS DE LINFOCITOS T INCUBA­
DOS CON LA FRACCION 48 DE SUERO DE GESTANTES DESPROVISTO DE AFP
Cuantitativamente, no se observé diferencia alguna con los 
niveles normales, en los porcentajes de subpoblaciones celulares tuantificados 
por anticuerpos monoclonales especificos TABLA 31.
4.3.10 ANALISIS CUALITATIVO DE LA FRACCION 4S DE SUERO DE GESTANTES DESPROVIS­
TO DE AFP
Al analizar las fracciones 4S, mediante inmunoelectroforesis 
en agar, frente a suero anti—humano, se objetivan dos bandas de précipitation 
de movilidades alfa^, beta^, en la fraction 4S de suero de gestantes sin 
AFP , que estân ausentes en la fraction 4S de suero humano normal FIGURA 
XX.
La inmunodifusiôn doble bidimensional de cada una de estas fraccio_ 
nes frente a anti-sueros especificos de proteinas relacionadas con el embarazo 
révéla: reaction negativa de ambas fracciones con anti—beta^glicoproteina
humana especifica del embarazo y con anti—alfa2glicoproteina asociada al 
embarazo (Behring Institut).Frente a suero anti-alfa^glicoproteina âcida 
humana (Behring Institut), se produce reaction de precipitation en ambas 
fracciones. Finalmente , ton suero anti—ceruloplasmina (Behring Institut), 
la reaction es positiva en ambas fracciones, siendo mas intensa en la fraction
4S de suero de gestantes sin AFP FIGURAS XXI y XXII.
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El anâlisis inmunoelectroforético de la fracciôn 4S de suero 
de gestantes sin AFP frente a suero anti-ceruloplasmina, no révéla ninguna 
banda de precipitaciôn FIGURA XXIII.
La inmunoelectroforesis de la fracciôn 4S de suero de mujeres 
gravidas desprovisto de AFP, frente a suero anti-alfa^glicoproteina, révéla 
una banda de precipitaciôn no correspondiente a la movilidad alfa^. FIGURA 
XXIV. Con el fin de aclarar el cambio de movilidad, se realizô otra inmuno_ 
electroforesis de las fracciones 4S de suero humano normal y 4S de suero 
de embarazada sin AFP, frente al mismo antisuero, FIGURA XXV, revelandose 
dos bandas correspondientes a dicha proteina,con movilidad diferente.
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ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN 
SDS de las fracciones de suero de gestantes sin 
AFP.
De izquierda a derecha: marcadores, fraction 4S 
de SHN, fraction 4S de SI-AFP, fraction 7S de SHN, 
en las dos columnas siguientes: fraction 7S de
SE-AFP,fraction 19S de SI-AFP,fraction 19S de SHN 
y por ultimo marcadores que se suceden de abajo 
a arriba: cadenas ligeras de IgG, ovoalbumina,
cadenas pesadas de IgG y seroalbùmina.
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FIGURA XVIII
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FIGURA XIX
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F I G Ur R A XX INMUNOELECTROFORESIS
Trinchera : suero anti-humano
Pocillo superior : fraceion 4S de suero humano normal 
Pocillo inferior : fraccion 4S de suero de gestante 
desprovisto de Alfa—fetoproteina
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F.'I : .G.tom A INMUNQDIFUSIQN DQBLE BIDIMENSIONAL de las fracciones 
4S SHN y 4S SE-AFP frente a suero anti-B^ glicoproteina 
(PSB^G) y frente a suero ant1-alfa^glicoproteina 
âcida (a^-G âcida)
r !4s se-afp4s shn a
4sshnï
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F I G U R A  XXII INMUNQDIFUSIQN DQBLE BIDIMENSIQNAL de las fracciones
48 SHN y 4S SE-AFP frente a suero anti-ceruloplasmina 
(CER) y frente a suero anti-alfagglicoproteina 
a^PAG
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F I G Ui R A XXIII INMUNOELECTROFORESIS 
Pocillo central : fraccion 4S SE-AFP 
Trinchera superior : suero anti-humano 
T^^^chera inferior : suero anti—ceruloplasmina
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F I G U R A  XXIV INMUNOELECTROFORESIS
Pocillo central : fraccion 4S SE-AFP
Trinchera superior : suero anti-humano
Trinchera inferior : suero anti-alfa^-glicoproteina
acida
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F I G U R A  XXV INMUNOELECTROFORESIS
Pocillo superior : fraccion 4S SHN 
Pocillo inferior : fraccion 4S SE-AFP
Trinchera central
âcida
suero anti-alfa^-glicoproteina
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B E CULTIVOS DE CELULAS T INCUBADAS EN PRESENCIA DE AFP PURIFICADA Y DE
A FRACCION 4S DE SUERO DE GESTANTES DESPROVISTO DE AFP
Con el fin de investigar si la AFP tenia algun efecto cooperative
con las proteinas inhibidoras de la respuesta proliférâtiva de linfocitos
T, localizadas en la fraccion 4S de sueros de gestantes, se realize un 
estudio de estimulacion de células T, en presencia de cantidades variables 
de ambas muestras protéicas. La TABLA 32, recoge les resultados obtenidos 
de les dieciséis cultives de células T a 6x10^ células/ml, estimulados
con PHA e incubados con AFP,- fraccion 4S 6 ambas muestras simultâneamente.
Las concentraciones de AFP purificada empleadas, son las que normalraente 
se encuentran en condiciones fisiologicas (no inhibidoras). La concentration 
de la fraccion 48 es de 30 ug/ml, es decir aquella a la cual la inhibition 
de la respuesta proliferativa tiende a desaparecer (Tabla 25).
Los dates muestran que con la adicion de AFP, se potencia el 
efecto inhibitorio, llegando a ser del mismo orden que el observado cuando 
se empleaban concentraciones mayores de la fraccion 48 (Tabla 25).
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■ i  CULTIVOS DE LINFOCITOS T (6x10 células/ml) ESTIMULADOS 
CON PHA, E INCUBADOS SIMULTANEAMENTE CON AFP PURIFICADA Y 
30nR/ml DE FRACCION 4S
FRACCION DELIaLBUMINA HUMANA |AFP PURIFICADA|i.ESTIMULACION |i/i ALBUMINA | 
SUERO ANADIDAI ug/ml de cultivo | ng/ml cdtivo | | |
* ** *** *** *** *** *** *** *** *** *** *** ** *******************************************
30 358,87+125,77
4S SHN 
4S SHN 
4S SHN 
4S SHN 
4S SHN 
4S SHN 
4S SHN
4S SE-AFP 
4S SE-AFP 
4S SE-AFP 
4S SE-AFP 
4S SE-AFP 
4S SE-AFP 
4S SE-AFP
0,01
0,02
0,04
0,01
0,02
0,04
10 1293,63+165,01
20 I227,90+ 89,43
40 1205,41+147,88
1304,17+ 77,42 
1314,02±123,50 
1294,77+207,08 
1353,91+ 98,32 
10 1294,83±171,43
20 1324,68±297,14
40 1287,01± 88,02
1219,60+123,31 
1198,79+147,09 
1183,20+170,02 
1208,08+ 78,87 
10 1 77,39+ 50,31
20 1 70,25+ 57,92
40 1 29,75+ 14,61
0,81
0,63
0,57
0,84
0,87
0,82
0,98
0,82
0,90
0,79
0,61
0,55
0,51
0,57
0,21
0,19
0,08
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5-DISCUSION
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El embarazo, es un acontecimiento extraordlnario desde el punto
de vista inmunolôgico, dado que el organisme materne no produce la inminente
reaccion de rechazo del feto, como procederia con cualquier genotipo intruse.
A pesar de les numerosos estudios realizados al respecte, dos
hechos de capital importancia, permanecen sin esclarecer: la regulation
de la respuesta inmune materna y les mécanismes per les cuales el embriôn 
afronta dicha respuesta, siendo capaz de sobrevivir y desarrollarse.
La relation de la madré con el feto, se establece a través 
de una ûnica estructura anatomica-funcional, la placenta, la cual puede 
actuar como inmunoadsorbente, impidiendo el paso de les anticuerpos maternes 
nocives para el feto o como generador de sustancias inmunodesviantes y
agentes supresores caracteristicos del embarazo, que serian les responsables 
de una regulation especifica o inespecifica y bloquearian la reaccion a 
nivel de la fase de reconocimiento o de la etapa efectora de la respuesta 
inmune.
El présente trabajo, pone de manifiesto la existencia de proteinas 
asociadas al embarazo, présentes en los sueros de mujeres gestantes, con
posible implicaciôn en el fenomenode inmunoregulaciôn.
El suero, constituye la mejor fuente de estudios del sistema 
inmune humoral de la mujer embarazada, ya que contiene todas las sustancias 
circulantes, especificas, generadas durante la gestation.
Por antecedentes bibliogrâficos, queda testificado, que el 
suero de mujeres gestantes inhibe la respuesta proliferativa de linfocitos 
totales, estimulados raitogénicamente (146).
Con objeto de investigar, si la action inhibidora del suero
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de gestantes, esta proyectada sobre una de las poblaciones linfocitarias, 
se han realizado estudios "in vitro", incubando linfocitos T aislados y 
cocultivos T;B con sueros de mujeres gravidas y sus respectivos mitogenos.
Los resultados demuestran que el suero de gestantes, inhibe 
la proliferation de linfocitos T estimulados con PHA y el indice de estimula_ 
ciôn es independiente de la concentration celular présente en el cultivo.
En los datos hay cierta variabilidad. Los indices de estimulacion 
de linfocitos de un mismo donante, incubados con distintas muestras de 
sueros de gestantes son diferentes, como cabria esperar, dado que la concen_ 
tracion protéica varia de unos sueros a otros, Por otro lado, también difieren 
las estimulaciones de linfocitos procédantes de diverses sujetos cultivados 
en presencia de una ûnica muestra de suero. Lo cual probablemente depende 
de variaciones en las poblaciones linfocitarias probadas o de diferencias 
antigénicas, puesto que la ûnica variante introducida de un cultivo a otro, 
son las células procédantes de sujetos diferentes y por consiguiente, con 
posibles variaciones de contenido en subpoblaciones linfocitarias.
Con respecte al comportamiento celular, cabria pensar que los 
linfocitos de la mujer gravida, estuvieran funcionalmente disminuidos, 
como afirman algunos autores (47),(53),(54),(59),(63),(65). Este explicaria 
en parte, el fenomeno del no rechazo fetal, ya que al estar el linfocito 
en condiciones fisiologicas inferiores, no se produciria la senal inductora 
del mécanisme de defensa contra los antigenos del feto. Sin embargo, el 
comportamiento de los linfocitos T de mujeres gestantes, cultivados en 
en presencia de otros sueros de mujeres embarazadas, estimulados con PHA, 
es similar al de los linfocitos de sujetos normales,en las mismas condiciones 
expérimentales. Excluyendo por tanto,cualquier propiedad inherence del 
linfocito durante el embarazo, responsable en parte, del fenomeno de inhibi
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cion celular. Estas observaciones, estan en concordancia con los datos 
présentes en la literatura (55),(56),(57),(60),(64),
Estos hechos senalan la existencia de factores supresores, 
presences en el suero y que dicha supresion no es debida a una alteracion 
particular de la funcionalidad de los linfocitos estudiados.
Con el fin de estudiar, el efecto de la presencia de células 
B en cultives de células T, realizados en las condiciones ya descritas, 
se cultivaron distintas razones T/B con suero de gestantes y se estimularon 
con PHA o PWM.
El aumento graduai de la concentraciôn de linfocitos B, no 
produce cambios significatives en la proliferaciôn y el cociente de los 
indices de estimulacion obtenidos con suero de gestante y suero autologo 
respectivamente, se mantiene casi constante. Por lo tanto, la presencia 
de células B en cultives de linfocitos T estimulados con PHA, no perturba 
la inhibition ejercida sobre estos ultimes.
Segûn los estudios realizados por Weksler y Gmelig (147),(148), 
es necesaria la presencia de linfocitos T en cultives de células B estimulados 
con PWM, para que dichas células B, proliferen optimamente.
Cuando el mitogeno utilizado para estimular el cocultivo, es 
PWM, la inhibition continua manifestandose, lo cual corrobora que la action 
del suero de embarazada, esta orientada a los linfocitos T y no parece probable 
que tenga algûn efecto sobre los linfocitps B, ya que el incremento progresivo 
de su concentration celular en el cultivo, no produce variaciones estadistica_ 
mente significatives del indice de estimulacion.
Estos datos podrian apuntar, que el suero de mujeres gestantes, 
desempena su actividad inhibidora sobre los linfocitos T cooperadores, 
los cuales no darian la senal proliferativa a los linfocitos B y por consi_
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guiente, la respuesta global quedaria dlsminuida.
Con el fin de identificar los factores o proteinas del suero 
de mujeres embarazadas, implicados en el fenomeno de inhibition de la respues_ 
ta proliferativa de linfocitos T estimulados con PHA, se llevo a cabo un 
estudio de una proteina, acerca de la cual, los datos présentes en la litera_ 
tura son altamente contradictorios. Se trata de la Alfa-fetoproteina, (AFP), 
cuyo papel biologico, a pesar de los trabajos realizados hasta el momento, 
permanece oscuro.
Desde su descubrimiento por Bergstrand y Czar (90),(91),(149), 
se han llevado a cabo numerosas investigaciones, sin que se haya dilucidado 
su mecanismo de action. Algunos autores, han demostrado que tanto la AFP 
humana como murina, tienen propiedades inmunosupresoras, inhibiendo el 
rechazo inmune del feto por la madre (125),(120),(127),(150),(151),(132),(152) 
(153). Murgita y colaboradores, afirman que la AFP no bloquea la respuesta 
de anticuerpos frente a antigenos T independientes y la incubation de AFP 
con células de bazo de raton activan las células T supresoras (130),(154). 
Otros investigadores, no han encontrado que la AFP murina tenga actividad 
inmunosupresora (122),(129),(131). Algunos estudios, sin embargo, senalan 
un efecto estimulatorio de esta proteina en cultivos mixtos de linfocitos 
humanos (101) o sobre la blastogénesis "in vitro" (133).
Recientemente, se ha senalado que la AFP murina actUa preferente_ 
mente en aquellas reacciones en las cuales los antigenos de la Clase II 
estan involucrados como déterminantes cooperadores en la facilitation de 
la respuesta inmune (38). Dado que estos antigenos estan ausentes en la 
interfase materno fetal, la AFP no desempeharia una funcion directa en 
la prevention del reconocimiento inmune materno de los antigenos de histocom_
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patibilidad fatales, a nivel de la placenta. Sin embargo, no se descarta 
que pudiera estar implicada en la induction de mecanismos de supresion 
no especificos.
Las controversies que existen en cuanto a las propiedades inmuno_ 
supresoras de la AFP, pueden ser debidas al metodo de aislamiento, empleado 
por los distintos autores, ya que la AFP se une a otras moleculas de bajo 
peso molecular como acidos grasos, poliaminas y cobre. Se ha demostrado 
(38) que el cobre se une mediante un enlace coordinado a una histidina 
en position tres de la portion N-terminal de la AFP y la elimination del 
cobre, supone una perdida en la actividad inhibidora de la proteina. Cualquier 
metodo que utilité réactives de fuerza ionica elevada, implicaria la rotura 
del enlace , lo cual se traduciria en una disminucion de la capacidad supreso_ 
ra de la proteina.
Por otro lado, las discrepancias en los resultados obtenidos, 
por los distintos autores, pueden ser debidas a una sustancia contaminante, 
que esté présente en mayor o menor concentration en las preparaciones de 
AFP aislada.
Ademés la AFP, existe en cinco formas o isoproteinas definidas 
en términos de su movilidad electroforética y su contenido en âcido siâlico, 
de las cuales solo una tiene actividad inhibidora (155),(156). Puede ser 
que los distintos procesos de aislamiento, favorezcan la obtenciôn de una 
u otra forma isomérica de esta proteina.
Los resultados expuestos en el présente trabajo, senalan que 
la AFP purificada por el método descrito, inhibe la respuesta proliferativa 
de linfocitos T estimulados con PHA.
La concentration media a partir de la cual se produce inhibition 
de la proliferation linfocitaria es 712,94+188,49 ng/ml de cultivo. Con
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concentraciones inferiores, las diferencias obtenidas en los indices de 
estimulacion de las células incubadas con la proteina y suero autologo 
respectivamente, no son estadisticamente significativas y el cociente de 
ambos indices de estimulacion es proximo a la unidad. Lo cual sugiere,
que existe una dosis minima necesaria para producir depresion de la respuesta 
linfocitaria.
El aumento progresivo de la concentration de AFP en el cultivo, 
no provoca un graduai descenso del indice de estimulacion, indicando, que 
en estas condiciones expérimentales, no hay relation cuantitativa entre 
concentration de proteina y respuesta celular.
La inhibition de la proliferation linfocitaria obtenida, se
ha conseguido con concentraciones de AFP muy inferiores a las descritas
en la literatura (124). Estos investigadores obtienen depresion de la respues_ 
ta de linfocitos T estimulados con PHA con concentraciones superiores a 
18.000 ng/ml . Los resultados se inclinan a favor del sistema de aislamiento 
y purification introducido en nuestro laboratorio y descartan cualquier 
pérdida o alteracion en las propiedades biologicas de la proteina.
Por otro lado, los datos sugieren, que el descenso en el indice 
de estimulacion con respecto a los contrôles, se debe a la AFP en si y 
no a posibles moleculas de bajo peso molecular, asociadas con ella, ya
que casi con toda seguridad, habrian sido eliminadas por dialisis, a lo 
largo del proceso de obtention y purification.
Con el fin de relacionar los resultados obtenidos tras la incuba_ 
ciôn de linfocitos T con suero de mujeres embarazadas y su contenido en 
AFP, se agruparon los sueros segûn el periodo de gestation en el cual fueron 
extraidos. Los datos indican, que la inhibition de la respuesta proliferativa
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medida por el indice de estimulacion, no es exclusivamente dependiente 
de la concentration de AFP presente en el cultivo, ya que los indices de 
estimulacion obtenidos en los periodos primero y tercero, son muy similares 
a pesar de que las concentraciones de AFP son evidentemente distintas. 
Comparando el segundo con el tercer estadio de gestacion, las concentraciones 
médias de la proteina son casi idénticas, sin embargo, la respuesta prolifera_ 
tiva es significativamente menor en el segundo periodo.
En general, los indices de estimulacion de linfocitos T incubados 
con AFP purificada, son mas elevados, en termines absolutes, a pesar de 
que la concentration protéica es mayor, que los obtenidos con suero de 
gestantes, cuyo nivel de AFP es mucho menor. En condiciones fisiologicas 
normales, ningûn suero de mujeres embarazadas alcanza concentraciones de
AFP tan elevadas, ya que el valor superior medio, viene a ser de 144,09+72,71
ng/ml. Aunque la AFP contenida en el suero de gestantes, es insuficiente
para producir el efecto supresivo observado en los cultivos "in vitro" 
de linfocitos T estimulados con PHA e incubados con sueros de gestantes, 
no se puede decir que dichas concentraciones sean afisiologicas ya que 
la sintesis local de esta proteina es mucho mayor.
Estos hechos, parecen apuntar, la posibilidad de que la inhibition 
de la proliferation linfocitaria, sea debida a varies factores interaccionan_ 
tes, entre los cuales, la AFP podria ser uno de los componentes implicados.
Finalmente, el cultivo de linfocitos T estimulados con PHA 
e incubados con suero de mujeres embarazadas desprovisto selectivamente
de AFP, proportions resultados similares a los obtenidos con suero de gestan_ 
tes complete.
Por lo tanto, si la AFP, no es la causante o por lo menos la 
ûnica responsable del efecto inhibitorio observado, se pone de manifiesto
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la existencia en el suero materno de otro u otros factores capaces de deprimir 
la proliferation linfocitaria "in vitro".
Con objeto de determiner, en que fraccion del suero reside 
la actividad biologica responsable de inhibir la estimulacion de linfocitos 
T, se filtraron las distintas muestras de suero sin AFP, a través de Sephadex 
G-200 superfino y se estudiaron las fracciones correspondientes a los coefi_ 
cientes de sedimentation 19S, 7S, y 4S, respectivamente en cultivos de
células T estimulados con PHA.
El mismo procedimiento, se llevo a cabo con suero humano normal 
y la respuesta obtenida se estimé como control.
Los resultados obtenidos, ponen de manifiesto, que ûnicamente 
la fraction 4S de suero de gestantes, tiene un efecto évidente sobre la 
respuesta linfocitaria al estiraulo mitogénico. La fraccion 7S produce un 
ligero descenso del indice de estimulacion de los linfocitos, con respecto 
a la proliferation obtenida con la fraccion 7S de suero humano normal, 
en las mismas condiciones expérimentales. Estadisticamente, estas diferencias 
no son significatives. Probablemente, la pequena inhibition observada, 
se debe fundamentalmente a la presencia de proteinas contaminantes de la 
fraccion 4S.
La proliferaciôn de linfocitos T estimulados con PHA e incubados 
con la fracciôn 4S de suero de embarazada desprovisto de AFP, esta altamente 
inhibida y las diferencias cuantitativas de los indices de estimulaciôn, 
con respecto a los contrôles, son estadisticamente muy significatives. 
La respuesta proliferativa, varia inversamente con la concentraciôn protéica 
de dicha fracciôn, al menos hasta la concentraciôn mas alta probada, que 
fue de 240 rig/ml de cultivo. A medida que disminuye la concentraciôn, el
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indice de estimulacion se increments. Las diferencias de respuesta de los 
linfocitos incubados con la fraccion 4S de suero humano normal y 4S de 
suero de gestante desprovisto de AFP, dejan de ser estadisticamente significa_ 
tivas, cuando la concentration protéica anadida es 30 jig/ml de cultivo. 
A dicha concentration, el indice de estimulacion es muy variable de unos 
experimentos a otros. Quizâs en estas condiciones limite, las subpoblaciones
de linfocitos T de los diferentes donantes, estén jugando algûn papel en
dicho fenomeno. Sin embargo, se produce un efecto altamente reproducible 
en todos los experimentos, cuando se ahaden 240 wg/ml de cultivo de la
fraccion 48 de suero de gestantes sin AFP.
Dada la implacable inhibition observada tras la incubation 
de linfocitos T con la fraccion 48 de suero de mujeres gravidas desprovisto 
de AFP, se podria pensar que dicha fraccion, produjera muerte celular, 
proportional a la concentration protéica présente en el cultivo. Es decir 
que se tratara de una sustancia citolitica. 8in embargo, los ensayos de 
citotoxicidad realizados marcando células con ^^Cr, revelan que no se trata 
de una sustancia citotoxica, descartando que el fenomeno de inhibition, 
se debiera a un efecto citotôxico de esta fraccion.
Por otro lado, la depresion de la proliferation celular, podria 
ser debida a que alguno o algunos componentes de la fraccion 4S, formaran 
complejos mitôgeno-proteina,combinandose con la lectina y por lo tanto 
disminuyendo el nûmero de moléculas de mitogeno libres, capaces de estimular 
las células. Lo cual se traduciria en una inhibition de la estimulacion 
celular y explicaria en el caso de maxima concentration protéica, unos 
resultados similares a los contrôles sin mitogeno. Otro mecanismo de action 
podria ser , bien por bloqueo de los receptores celulares para la lectina, 
o disociando la union de la lectina a la membrana celular. 8in embargo,
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se puede concluir, que tampoco esta es la causa por la cual, la proliferation 
celular, queda deprimida en presencia de la fracciôn 4S de suero' de gestantes 
desprovisto de AFP, ya que el fenômeno de inhibition, se observa también 
en cultivos mixtos heterôlogos de linfocitos, donde la estimulaciôn celular, 
esta mediada por los distintos antigenos de histocompatibilidad présentes 
en las superficies celulares. Por lo tanto, la fracciôn 4S de suero de 
mujeres embarazadas sin AFP, inhibe la estimulaciôn de células T por mecanis_ 
mos distintos a la uniôn, interferencia o competition con el mitôgeno.
Esta claro que la fracciôn 4S de sueros de gestantes sin AFP, 
actûa inhibiendo la respuesta proliferativa de linfocitos T. Ahora bien, 
la poblaciôn de células T, esta compuesta de una serie de subpoblaciones 
denominadas: linfocitos T cooperadores, T supresores y T citotôxicos. Los 
factores supresores de la fracciôn 4S, podrian actuar impidiendo o dificultan_ 
do la divisiôn de las células mediante cambios en la secuencia metabôlica 
necesaria para la proliferaciôn celular, produciendo alteraciones en la 
sensibilidad al estimulo o en la capacidad de respuesta. Por otro lado, 
podria tener una acciôn directe sobre las células T cooperadoras impidiendo 
su desarrollo o bien estimulando las células T supresoras, las cuales a 
su vez actuarian sobre las T cooperadoras, inhibiendo la respuesta en los 
cultivos. Finalmente, podria actuar activando una subpoblaciôn celular, 
cuyo efecto cooperador sea requerido para la diferenciaciôn y proliferaciôn 
de una poblaciôn de células supresoras.
Con objeto de dilucidar, si la fracciôn 4S, tiene una acciôn 
preference sobre alguna subpoblaciôn de linfocitos T, se realizô un estudio 
de marcadores de superficie, con anticuerpos monoclonales para linfocitos 
totales (T3), T cooperadores (T4) y T supresores/citotôxicos (T8), con 
el fin de objetivar variaciones en los porcentajes de las subpoblaciones.
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El estudio cinético, révéla que no hay diferencias estadisticamen_ 
te significatives en cualquiera de las subpoblaciones de linfocitos T, 
incubadas a diferentes tiempos, con albûmina humana, fracciôn 4S de suero 
humano normal o fracciôn 4S de suero de mujeres embarazadas sin AFP. Este 
hecho, no descarta la posibilidad de que funcionalmente, las células T
supresoras o citotôxicas estuvieran favorecidas o , por el contrario, el 
ejercicio de los linfocitos T cooperadores estuviera deprimido bajo la 
influencia de la fracciôn 4S de suero de gestantes sin AFP.
Los cocientes T4/T8, se mantienen a lo largo de todo el estudio, 
indicando la posibilidad de que la fracciôn 4S produjera una alteraciôn 
proporcional sobre las células T cooperadoras y T supresoras/citotôxicas 
en su funcionalidad,simultâneamente.
Todos los datos parecen apuntar la existencia en la fracciôn 
4S de sueros de mujeres gravidas desprovistos de AFP, de un factor o factores
especificos, capaces de bloquear la estimulaciôn mitogénica y no mitogénica
de linfocitos T, ejerciendo sobre ellos un efecto citoestâtico.
El anâlisis cuantitativo, mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida en SDS, no révéla ninguna diferencia en cuanto al contenido 
protéico entre las fracciones 4S de suero humano normal y suero de gestantes 
desprovisto de AFP. Las proteinas correspondientes a ésta fracciôn, tienen 
pesos moleculares comprendidos entre 68.000 y 23.000 Daltons. Quizâs la 
proteina o molécula responsable de inhibir la proliferaciôn de linfocitos 
T estimulados con PHA, eluya en una zona muy prôxima a la albûmina, impidiendo 
su identificaciôn, dado que la concentraciôn de albûmina en dicha fracciôn
es considerable.
El anâlisis mediante inmunoelectroforesis de la fracciôn 4S 
de suero de mujeres embarazadas sin AFP, frente a suero anti-humano, révéla
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dos bandas de precipitacion, de movilidades alfa^ y betag, que no se objetivan 
en la fraccion 4S de suero humano normal.
Con el fin de identificar las proteinas correspondientes a
dichas bandas, se enfrentô la fraccion 4S de suero de gestantes sin AFP
a antisueros especificos de varias proteinas relacionadas con el embarazo. 
Las proteinas mas caracteristicas del embarazo son beta^- glicoproteina
y alfag-glicoproteina. Sin embargo, la inmunodifusiôn doble bidimensional
en agar, no révéla ninguna banda de precipitacion con dichos antisueros.
Las proteinas correspondientes a las dos bandas de precipitacion 
observadas en la inmunoelectroforesis de la fracciôn 4S de suero de embarazada 
sin AFP, no se pueden identificar con alfa^-glicoproteina âcida ni ceruloplas_ 
mina, ya que tanto la fracciôn 4S de sueros de gestantes como suero humano, 
dan reacciôn positiva en la inmunodifusiôn doble bidimensional frente a 
los respectivos antisueros.
La banda de movilidad alfag que se visualize claramente en 
la inmunoelectroforesis de la fracciôn 4S de suero de gestantes sin AFP, 
corresponde a la alfa^-glicoproteina âcida, como se demuestra en la Figura 
XXV. Este cambio en su movilidad electroforética, puede ser debido a que 
durante el embarazo, esta proteina tenga una actividad transportadora de 
algûn elemento que altéré su comportamiento electroforético.
La transferrina, se identifies con la banda de movilidad betSg, 
en ambos lados de la trinchera. El hecho de que en la fracciôn del suero 
de embarazada, dicha proteina aparezca en posiciôn mas catôdica, que en 
el suero humano normal, podria ser debido a que durante el embarazo aumenta 
el transporte de hierro, lo cual podria ocasionar el cambio en su movilidad 
electroforética.
Concluyendo,la fracciôn 48 de suero de gestantes sin AFP, difiere
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en dos proteinas de la fracclôn 4S de suero humane normal, las cuales no 
son identifIcadas con las proteinas caracteristicas del embarazo, conocidas 
y podrian ser las responsables del poderoso efecto Inhibitorio de la fracciôn 
4S de sueros de mujeres embarazadas sobre linfocitos T.
Cuando concentraciones mlnimas, no inhibitorias de la fracciôn 
4S de suero de mujeres embarazadas desprovisto de AFP, son ahadidas al 
cultive, simultâneamente con concentraciones de AFP normalmente présentes 
en el suero de gestantes e incapaces por si solas de producir inhibiciôn, 
se observa una potenciaciôn del efecto inhibitorio de la proliferation 
de linfocitos T. Esta action cooperadora, sugiere que la AFP, que por si
misma tiene una modesta capacidad supresora, puede jugar un importante 
papel bajo condiciones fisiolôgicas, actuando concomitantemente con otro 
u otros factores inmunoreguladores,bien aumentando concertadamente la activi_ 
dad de un factor inmunosupresor o simplemente ejerciendo como proteina 
transportadora de dicho factor.
De la action sinérgica de los factores implicados (AFP y molécula
(s) contenida en la fracciôn 4S de dichos sueros), se infiere el efecto
supresivo observado en cultivbs de linfocitos T incubados con sueros de 
mujeres embarazadas y estimulados con PHA.
La respuesta inmune durante el embarazo, podria ser con mucha 
probabilidad, consecuencia de un minucioso ajuste en un mecanismo multifacto_ 
rial, es decir que un mismo grado de regulaciôn final, se obtendria con 
distintas proporciones de los factores modulantes.
De esta forma, podria ser entendida, la tolerancia de la madré 
por el feto. El equilibrio y la acciôn conjunta de componentes fetales
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(AFP) y maternos (molécula (s) de la fracciôn 4S del suero), conducirian 
a través de una elaborada secuencia de reacciones al no rechazo fetal y 
por consiguiente a un embarazo satisfactorio.
El desarrollo de técnicas para explorar la naturaleza y la 
regulation de la respuesta inmune en el area inmediata al embrion, es uno 
de los mas importantes objetivos de la futura Inmunologia de la Reproduction. 
Hasta entonces, permanecera sin clarificar por completo el aparente fallo 
de la respuesta inmune materna, que conduce a la prevalencia del feto y 
como la presiôn selectiva de la évolution ha persuadido al sistema inmune 
materno para facilitar la supervivencia de las especies.
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ô-CONCLUSIONES
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-1- El suero de gestantes, inhibe la respuesta proliférâtiva de linfocitos
T estimulados con PHA. Dicha inhibition, es independiente de la concentra_ 
ciôn celular présente en el cultivo.
-2- La respuesta proliférâtiva de linfocitos T de mujeres embarazadas estimu_ 
lados mitogénicamente es analoga a la de los linfocitos T de sujetos 
normales.
-3- La presencia de linfocitos B, en cultivos de linfocitos T estimulados
con PHA o PWM, no altera la inhibition observada en estos ûltimos, 
por lo que el fenômeno de inhibition de la estimulacion celular producida 
por sueros de mujeres gestantes, no esta proyectada sobre los linfocitos B
-4- La alfa-fetoproteina purificada (AFP), inhibe la proliferation de linfoci_
tos T estimulados con PHA. La concentration media a partir de la cual
se produce inhibition, es 712,94+188,49 ng/ml de cultivo. A niveles supe_ 
riores, no existe relation cuantitativa entre concentration de AFP 
y grado de inhibition celular.
-5- El indice de estimulacion de linfocitos T cultivados con AFP purificada, 
es mayor que el obtenido con sueros de mujeres gestantes. Siendo la
concentration inhibitoria de AFP purificada, mu y superior a la présente 
en dichos sueros.
-6- La depresion de la estimulacion de linfocitos T producida por sueros
de mujeres embarazadas, es independiente de su contenido en AFP.
-7- El suero de gestantes desprovisto de AFP, inhibe la respuesta proliferati_ 
va de linfocitos T estimulados con PHA, similarmente al suero de mujeres 
embarazadas completo.
-8- Los factores responsables de dicha inhibition, se localizan en la fraction 
de coeficiente de sedimentation 4S, obteniendose el mâximo grado de 
inhibition a la concentration de 240;ug/ml de cultivo. La respuesta
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proliferativa varia inversamente a la concentration proteica de dicha 
fraction y la supresion no se debe a un efecto citotoxico de la fraction 
4S de sueros de mujeres embarazadas desprovisto de AFP.
-9- Durante el embarazo, la alfa^-glicoproteina acida, cambia su movilidad 
electroforética a alfag.
-10-A concentraciones no inhibitorias, la AFP y la fraction 4S de suero 
de gestantes, actuan sinergisticamente en la inhibition de la estimulacion 
de linfocitos T.
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